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Influenssavirusepidemioita ja -pandemioita esiintyy maailmanlaajuisesti säännöllisin vä-
liajoin ja usein influenssavirukset aiheuttavat isännälleen voimakkaan hengitystieinfektion. 
Hoidon oikeellisuuden varmistamiseksi ja epidemioiden kontrolloinnin takaamiseksi on tär-
keää kehittää nopeita ja luotettavia tapoja todeta influenssavirusten aiheuttamia infektioi-
ta. 
 
Opinnäytetyömme tavoitteena on ollut sekä validoida influenssa A- ja B-viruksia tunnistava 
SmartCycler® RT-PCR-menetelmä että suorittaa menetelmävertailu tutkimamme mene-
telmän ja vieritestimenetelmän välillä. Toimeksiantajamme Yhtyneet Medix Laboratoriot 
Oy:n tavoitteena on käyttää kohdemenetelmällämme tehtäviä laboratoriotutkimuksia Actim 
Influenza A&B-vieritestin (Medix Biochemica) referenssinä. 
 
Tutkimuksemme validointiosuudessa hyödynsimme Terveyden ja hyvinvoinnin laitokselta 
(THL) saatuja, PCR-menetelmällä tutkittuja näytteitä ja menetelmävertailu tehtiin tutkimal-
la vieritestauksen yhteydessä kerättyjä puskuriliuoksia, joista osa sisälsi influenssa A- ja B-
viruksia. Kohdemenetelmämme validoinnin osoittauduttua onnistuneeksi käytimme tutki-
maamme RT-PCR-menetelmää referenssimenetelmänä suhteessa Actim Influenza A&B-
vieritestin immunokromatografiseen menetelmään. 
 
SmartCycler® RT-PCR -menetelmällä saadut tulokset vastaavat säännönmukaisesti THL:n 
referenssimenetelmällä saatuja tuloksia, joten työmme validointiosuuden voidaan todeta 
onnistuneen. Lisäksi menetelmävertailussa todettiin useiden vieritestissä negatiivisiksi tul-
kittujen näytteiden osoittautuvan RT-PCR-menetelmällä positiivisiksi, mikä tukee ajatusta 
validoimamme menetelmän tarpeellisuudessa vieritestitulosten varmistamisessa. SmartCy-
cler® RT-PCR -menetelmän voidaan todeta olevan käyttötarkoitukseensa sopiva, sillä vali-
doinnissa tutkitut parametrit: kohdemenetelmän herkkyys, spesifisyys, lineaarisuus, tois-
tettavuus ja luotettavuus, vastaavat hyvin toimeksiantajamme menetelmälle asettamia 
vaatimuksia. 
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Influenza epidemics and pandemics occur worldwide regularly. The influenza virus causes 
most often a severe respiratory infection in its host. To confirm the right treatment for the 
infected patients and to guarantee the control of the epidemics, it is important to develop 
rapid and reliable ways of diagnosing infections caused by influenza virus.   
 
The  purpose  of  our  study  was  both  to  validate  the  real-time  RT-PCR  Smart  Cycler®-
analyzer in influenza A and B diagnostics and to perform a comparison between the vali-
dated  method  and  a  point-of-care  test.  The  validated  method  is  unique  confirming  its  
sample material, while our principal Yhtyneet Medix Laboratoriot Oy will utilize and market 
the diagnostic test as a reference method for the point-of-care test Actim® Influenza A&B. 
 
In  the  validation  part  of  our  study,  we  used  samples  analyzed  with  a  PCR  method  and  
gathered at the Finnish National Institute of Health and Welfare (THL). The method com-
parison was carried out on buffered samples collected during point-of-care testing. While 
the  validation  turned  out  to  be  successful,  we  used  the  validated  RT-PCR  method  as  a  
reference method regarding the immunochromatographic method in the Actim® Influenza 
A&B point-of-care test. 
 
Our results showed that the SmartCycler® RT-PCR method corresponded regularly to the 
THL reference method, and therefore the validation part of our study can be considered 
successful. Moreover, in the method comparison we found a few samples that had been 
interpreted as negative for influenza in the point-of-care test to be positive with the RT-
PCR method. This result supported the idea of using the studied and validated method as 
a reference for ensuring the results of the point-of-care test. The SmartCycler® is suitable 
for the intended use, while its high sensitivity, specificity, linearity, repeatability and relia-
bility responded to the needs of Yhtyneet Medix Laboratoriot Oy. 
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Influenssa-aihetta on käsitelty lähiaikoina runsaasti maailmanlaajuisten influenssa A-
viruspandemioiden sekä vuosittain esiintyvien influenssaviruksen A- ja B-muotojen ai-
heuttamien epidemioiden vuoksi. Tartuntoja seuraavien, rajujenkin hengitystieinfektioi-
den esiintyminen lisää kiinnostusta influenssavirusten ominaisuuksia ja virusdiagnostii-
kan kehitystä kohtaan: diagnostiikkaa palvelevien laboratoriomenetelmien kehittäminen 
sekä sujuvaan näytteenottoon panostaminen on tärkeää infektioiden torjunnassa sekä 
epidemiatilanteen valvonnassa. Erityisesti pandemioita aiheuttavat virustyypit on syytä 
osoittaa mahdollisimman nopeasti, sujuvasti ja luotettavasti, jolloin influenssatartunto-
jen määrää voidaan samalla hillitä potilaiden hoitokäyntien lyhentymisen ja vähentymi-
sen kautta. Näiden tavoitteiden saavuttamiseksi laboratoriopalveluja tuottavien tahojen 
on kyettävä varmistamaan influenssadiagnostiikkaan käyttämiensä menetelmien suju-
vuus ja oikeellisuus: menetelmien korkea spesifisyys ja herkkyys sekä potilaan hoidon 
aloittamisen kannalta kohtuullinen vastausviive. 
Teemme opinnäytetyömme Yhtyneet Medix Laboratoriot Oy:n toimeksiannosta. Työn 
tarkoituksena on osoittaa kaupallisen SmartCycler® RT-PCR-menetelmän käytettävyys 
influenssadiagnostiikassa referenssinäytteiden avulla sekä verrata kyseistä menetelmää 
Actim® Influenza A&B-vieritestiin. Näytemateriaalina käytämme työssämme referenssi-
laboratoriossa (Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksella) PCR-menetelmällä tutkittuja 
näytteitä sekä antigeeniosoitusta varten kerättyjä potilasnäytteitä. Opinnäytetyömme 
ohjaajina toimivat Metropolia ammattikorkeakoulun bioanalytiikan koulutusohjelman 
lehtori KM Terttu-Liisa Lindell ja Yhtyneet Medix Laboratoriot Oy:ssä toimiva erikoistuva 
kemisti Johanna Westerlund. 
Tutkimuksemme ensimmäisessä vaiheessa testattavan näytteen sisältämä RNA eriste-
tään bioMérieux:n NucliSens® easyMAG®-laitteistolla, minkä jälkeen eristetty influens-
saviruksen RNA muokataan käänteiskopioijaentsyymin avulla komplementaariseksi 
DNA:ksi (cDNA). Tämän jälkeen cDNA monistetaan influenssa A- ja B-viruksille spesifis-
ten alukkeiden avulla. RNA:n muokkaamisessa cDNA:ksi ja cDNA:n monistamisessa 
hyödynnetään niin sanottua one-step-menetelmää (Qiagen). Tutkimamme menetelmän 
toiminta perustuu TaqMan-periaatteeseen. Monistetut influenssaviruksen nukleiinihap-
poa edustavat tuotteet detektoidaan reaaliaikaisesti fluoresoivilla molekyyleillä leimat-
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tujen koettimien ja SmartCycler®-laitteiston ohjelmiston avulla. 
Opinnäytetyömme pyrkii vastaamaan kysymykseen: onko influenssa A- ja influenssa B-
virusten nukleiinihappoja mahdollista määrittää SmartCycler® RT-PCR-menetelmällä 
suoraan Actim® Influenza A&B-vieritestissä hyödynnetystä testipuskurista ja onko tut-
kimamme menetelmä tarpeeksi herkkä ja spesifinen diagnostiseen käyttöön. Toimek-
siantajamme toivoo kyseistä menetelmää hyödynnettävän tulevaisuudessa rutiinidiag-
nostiikassa, jolloin asiakkaalta vaadittaisiin vain yksi, vieritestin näytteenoton mukainen 
näytteenottokerta influenssa A:n tai B:n kvalitatiiviseen osoittamiseen vieritestillä sekä 
tuloksen varmentamiseen SmartCycler® RT-PCR-menetelmällä. 
 
2 Influenssavirukset 
Influenssaviruksilla on negatiivisäikeinen, yksijuosteinen ja jaokkeinen RNA-genomi ja 
ne kuuluvat ortomyksoviruksiin (Huovinen – Hedman – Heikkinen – Järvinen – Meri – 
Vaara 2010: 470; Poddar – Sawyer – Connor 1998: 1133). Pallomaisen tai soikean vi-
ruksen rakenneosia ovat virusgenomin sisältävä nukleokapsidi, sitä suojaava M1-
proteiini sekä näiden kahden rakennekerroksen päällä isännän solun kalvorakenteista 
peräisin oleva lipidivaippa (Huovinen ym. 2010: 470–471). 
Influenssaviruksia tunnetaan A-, B- ja C-tyyppiä (Wang – Tao 2010: 29; Huovinen ym. 
2010: 470). Influenssa A- ja B-viruksilla genomin jaokkeita on kahdeksan ja influenssa 
C-viruksella seitsemän. Influenssa A- ja B-virusten kahdeksan geenisegmenttiä koo-
daavat 10–11 tunnettua proteiinia. Suurin osa influenssa A- ja B-virusten pintaproteii-
neista on neuraminidaasi- ja hemagglutiniini-glykoproteiineja (Huovinen ym. 2010: 
470í472), joiden erot patogeeniyksilöiden välillä määräävät pääasiassa virusten sero-
logisen jaon eri alatyyppeihin (Van Tam – Shellwood 2009: 3, Huovinen ym. 2010: 
470). 
Hemagglutiniinin (HA) tehtävänä on tunnistaa isännän solujen kalvoissa olevia resepto-
reja ja avustaa nukleokapsidia vapautumaan virusrakenteista isäntäsolun sisällä. Neu-
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raminidaasin (NA) tehtävänä on irrottaa hemagglutiniini edellä mainituista reseptoreista 
ja siten vapauttaa influenssavirus isäntäsolusta viruksen lisääntymisen jälkeen. (Huovi-
nen ym. 2010: 471í472.) Hemagglutiniinin muunteluun perustuvia influenssavirusten 
alatyyppejä tunnetaan 16 ja neuraminidaasin muunteluun perustuvia 9. Influenssavi-
rusten geeniperimän heterogeenisuus aiheuttaa virusten genomien sekvenssien vaihte-
lun eri virustyyppien välillä, samoin kuin yksittäisen tyypin sisällä (Dorak 2006: 234). 
Tällainen antigeenievoluutioon perustuva muuntelu johtuu viruksen RNA-polymeraasin 
tekemistä lukuvirheistä sen monistaessa viruksen genomia ilman oikolukuaktiivisuutta 
(Huovinen ym. 2010: 474). 
Monet infektiot voivat kulkeutua selkärankaisista eläimistä ihmisiin ja osa näistä infekti-
oista on influenssavirusten aiheuttamia. Infektion aiheuttajat kulkeutuvat uuteen isän-
tään yleisimmin ihon, silmien tai hengitysteiden kautta. Eri isännissä virukset voivat 
muuntautua, synnyttää vastustuskykyisempiä kantoja ja mukautua muuttuvaan ympä-
ristöön viruksen kannalta tarkoituksenmukaisen valinnan kautta. (Viljoen – Nel – 
Crowther 2005: 13.) 
Influenssavirukset aiheuttavat hengitystieinfektioita, jotka hoitamattomina voivat joh-
taa jopa kuolemaan (Cheng ym. 2004: 85.) Lapsilla kyseiset virukset aiheuttavat suu-
ren osan ylempien ja alempien hengitysteiden infektioista, joista seurauksena potilaille 
kehittyy esimerkiksi keuhkokuume. Immuunipuutteisille sekä iäkkäille virus on merkit-
tävä sairastuneisuuden ja kuolleisuuden aiheuttaja. (Templeton – Scheltinga – Beersma 
– Kroes – Claas 2004: 1564, 1567.) Influenssan aiheuttaman infektion tyypillisiä oireita 
ovat yskä, nopeasti nouseva korkea kuume sekä sairaudentunne. Oireet ilmenevät kui-
tenkin yksilöllisinä ja siksi sairaus voi olla kliinisesti vaikeaa erottaa muiden patogeeni-
en aiheuttamista infektioista. Influenssa-infektion oireet kestävät noin viisi päivää, mut-
ta väsymyksentunne saattaa jäädä potilaalle useiksi viikoiksi muiden kliinisten oireiden 
jo väistyttyä. (Van Tam – Shellwood 2009: 3; Huovinen ym. 2010: 481.) 
Epidemian aikana 5-20 % väestöstä saa influenssavirustartunnan (Huovinen ym. 2010: 
470) ja pandemioiden yhteydessä väestön sairastavuus voi nousta 30–50 prosenttiin 
(Huovinen ym. 2010: 470, 477). Pandemiat ovat seurausta virusten risteilystä eri isän-
tien välillä (Dorak 2006: 235) ja tästä seuraavasta viruksen jyrkästä antigeenimuutok-
sesta (engl. antigenic shift), jolloin immuniteetti muuntunutta virusta vastaan puuttuu 
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pahimmillaan lähes koko maapallon väestöltä. Pienemmät antigeeniset muutokset 
(engl. antigenic drift) taas aiheuttavat pandemioiden välivuosina esiintyviä epidemioita. 
Erityisesti riskiryhmiin kuuluvien henkilöiden rokottaminen on tärkeää tavoiteltaessa 
taudin ehkäisyä ja kontrollointia, mutta sekä influenssadiagnostiikkaan käytettäviä me-
netelmiä että infektioita ehkäiseviä rokotteita on kehitettävä jatkuvasti viruksen muun-
tautumiskyvyn takia. (Huovinen ym. 2010: 470–483.) 
Jatkuva kattava valvonta on tärkeää influenssavirusten aiheuttamien sairauksien tor-
junnassa  (Effler  –  Ieong  –  Tom  –  Nakata  2002:  23,  27).  Maailman  terveysjärjestö  
(WHO) sekä useat kehittyneet maat ovat itsenäisesti laatineet influenssapandemioiden 
torjumiseksi ja niihin varautumiseksi suunnitelman, jonka avulla pandemian uhan yh-
teydessä osataan tarpeen mukaan nostaa varautumistasoa ja siten toimia mahdolli-
simman tarkoituksenmukaisella tavalla laajojen epidemioiden torjumiseksi (Huovinen 
ym. 2010: 480). Suomessa Terveyden ja hyvinvoinnin laitos (THL) ylläpitää tartunta-
tautirekisteriä, johon dokumentoidaan kuukausittain ilmenevät influenssavirusten aihe-
uttamat tartunnat (Terveyden ja hyvinvoinnin laitos 2011). 
2.1 Influenssa A- ja B-virukset 
Influenssavirukset A ja B aiheuttavat kausittaisia epidemioita ja A satunnaisia pande-
mioita hengitystieinfektioiden muodossa (Subbarao – Katz 2004: 314). Influenssa A- ja 
B-virusten ajatellaan olevan pääpatogeenit puhuttaessa kausi-influenssasta. Niiden 
aiheuttamat infektiot on kliinisesti haastavaa erottaa, vaikkakin B-virusta vaikuttaa 
esiintyvän enemmän lapsiväestössä kuin aikuisilla. Tämä ilmiö on yhteydessä influenssa 
B-viruksen suurempaan stabiliteettiin verrattuna influenssa A-virukseen: lapsena sairas-
tettu infektio voi tuottaa pitkäaikaisen immuniteetin. Silti sekä influenssa A- että in-
fluenssa B-infektion uusiutuminen on mahdollista. (Van Tam – Shellwood 2009: 3.) 
Maailmanlaajuisesti influenssavirustartuntoja on havaittu esiintyvän ympäri vuoden. 
Influenssaepidemiat esiintyvät pohjoisella pallonpuoliskolla yleensä talvikuukausien 
aikana ja kesäkuukausina influenssavirustartuntoja tavataan vähiten. (Van Tam 2009: 
4; Huovinen ym. 2010: 474.) Epidemiavirukset ovat yleisimmin peräisin Kaakkois-
Aasiasta (Huovinen ym. 2010: 474) ja vaikka epidemian aiheuttaja vaihtelee vuosittain, 
yleensä influenssa A- tai influenssa B-epidemia esiintyy kauden aikana voimakkaampa-
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na. Tällainen esiintyminen ei kuitenkaan ole säännönmukaista, vaan influenssan eri 
muodot voivat ilmaantua epidemiakausien aikana myös rinnakkain (Van Tam – Shell-
wood 2009: 4). Pohjoisella pallonpuoliskolla influenssa B-virusta esiintyy usein epide-
miakauden lopulla influenssa A-viruksen päinvastoin aloittaessa kauden (Van Tam – 
Shellwood 2009: 4; Huovinen ym. 2010: 476). Eniten influenssaan sairastuu lapsia ja 
nuoria aikuisia (Huovinen ym. 2010: 475). Vakavaan infektioon sairastuvat ovat yleen-
sä yli 65-vuotiaita, pieniä lapsia tai henkilöitä, joilla on jokin yleiskuntoa heikentävä 
perussairaus (Subbarao – Katz 2004: 314). 
Influenssa A-virus kykenee infektoimaan ihmisen lisäksi useita eläinlajeja. Villinä luon-
nossa esiintyvät vesilinnut toimivat influenssa A-viruksen varantona – kaikki influenssa 
A-viruksen alatyypit ovat vesilintujen viruksia ja vain harvat ihmisen viruksia. Influens-
sa A-virus eriytyi influenssavirusten yhteisestä kantamuodosta noin 2000 vuotta sitten 
ja eristettiin ensimmäisen kerran ihmisestä vuoden 1933 jälkeen. Viruksen glykoprote-
iinirakenneosa hemagglutiniinin 16 erilaista ja neuraminidaasin 9 erilaista muotoa voi-
vat muodostaa erilaisia yhdistelmiä ja näiden uusien kombinaatioiden perusteella in-
fluenssa A-virukset jaetaan alatyyppeihin, esimerkiksi H1N1- ja H3N2-alatyyppeihin. 
Uudenlaisten influenssavirusten synty edellyttää, että kaksi eri tyyppejä edustavaa vi-
rusta infektoi saman solun ja näin virusten genomin rakenteiden on mahdollista muo-
dostaa uusia yhdistelmiä. (Huovinen ym. 2010: 473, 467í477.) 
Influenssa A-viruksen alatyyppi H3N2 havaittiin ensimmäisen kerran vuonna 1968 ja 
1990-luvulta lähtien H3N2-virusten aiheuttamat epidemiat ovat olleet vakavampia, kuin 
influenssa A-viruksen alatyypin H1N1 ja influenssa B-virusten aiheuttamat epidemiat. 
Suomessa H3N2-alatyyppiä on tavattu sen ensimmäisen ilmaantumisen jälkeen lähes 
joka vuosi. Vuonna 1977 influenssa A-viruksen alatyyppi H1N1 havaittiin ensimmäistä 
kertaa 20 vuoteen, minkä jälkeen sen aiheuttamia infektioita on tavattu säännöllisesti. 
H1N1-epidemiaan sairastuneet ovat tähän mennessä olleet yleensä lapsia tai nuoria 
aikuisia. Epidemiat eivät yleensä ole laajuudeltaan H3N2-epidemioiden veroisia, eikä 
H1N1-tyypin aiheuttamia epidemioita ole esiintynyt läheskään vuosittain. (Subbarao – 
Katz 2004: 314; Huovinen ym. 2010: 475–476.)  
Influenssa B-virukset ovat muutamaa poikkeusta lukuun ottamatta ihmisen patogeene-
ja ja niiden arvioidaan eriytyneen influenssavirusten kantamuodosta noin 4000 vuotta 
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sitten. Toisin kuin influenssa A-virusten, influenssa B-virusten ei ole havaittu aiheutta-
neen pandemioita (Huovinen ym. 2010: 473, 476). 
2.2 Influenssavirusten laboratoriodiagnostiikka  
Virusdiagnostiikassa voidaan etsiä infektiivistä virusta, viruspartikkeleita, osoittaa viruk-
sen antigeeneja tai perimän osia sekä tutkia virusta vastaan muodostuneita vasta-
aineita (Louie – Kitano – Brock – Derlet – Kost  2009: 194; Viljoen ym. 2005: 14). 
Diagnostiikka voidaan siis suunnata osoittamaan patogeenin olemassaolo tai puuttumi-
nen tutkittavasta näytteestä. Vaihtoehtona on myös osoittaa tietyn patogeenin aiheut-
tama immunologinen vaste tai patologinen vaikutus elimistössä (Viljoen ym. 2005: 14). 
Virusten aiheuttamien oireiden luonne sekä käytettävissä olevat menetelmät vaikutta-
vat siihen, mitä tutkimuksia tai tutkimusyhdistelmiä käytetään. Myös näytteen laatu 
vaikuttaa tutkimusmenetelmän valintaan. Tietyt virukset lisääntyvät vain tietyissä so-
luissa ja kudoksissa, joten näytemateriaalin tulisi olla sieltä, missä virus aiheuttaa oirei-
ta lisääntyessään. (Ulmanen 2010: 25.) 
Influenssavirusten laboratoriodiagnostiikkaa tarvitaan erityisesti epidemioiden ja niiden 
aiheuttajien tunnistamiseen, kliinisesti epäselvien tapausten ratkaisemiseen sekä uusi-
en virusmuunnosten etsimisessä (Louie ym. 2009: 193; Huovinen ym. 2010: 486). 
Diagnostiikasta haasteellista tekee kuitenkin se, että monia virustyyppejä saattaa esiin-
tyä väestössä samanaikaisesti ja näin ollen kliinisissä laboratorioissa tulisi olla valmius 
useiden eri virustyyppien osoittamiseen (Dorak ym. 2006: 234). Perinteisesti hengitys-
teiden virusinfektioiden diagnostiikka on toteutettu virusviljelmästä tehtyyn eristykseen 
ja immunofluoresenssiin perustuvien menetelmien avulla (Greenberg – Allen – Wilson – 
Atmar 2002: 201). Virusviljely on kuitenkin vaativa menetelmä, jossa virus on säilyttävä 
infektiivisenä näytteenoton jälkeen. Siksi näyte on saatava nopeasti laboratorioon, mis-
sä se käytetään kasvatusalustan infektointiin. (Ulmanen 2010.) Perinteistä tutkimus-
menettelyä on pidetty virusdiagnostiikan ”kultaisena standardina”, vaikkakin hitaus 
asettaa rajoitteita sen käyttömahdollisuuksille (Templeton ym. 2004: 1564) – tulosten 
valmistuminen kestää kahdesta kahdeksaan päivään ja siksi menetelmä ei ole optimaa-
linen valinta akuutin infektion yhteydessä (Greenberg ym. 2002: 201). 
Vieritestien ja PCR-menetelmien käyttö diagnostiikassa on parantanut ymmärrystä 
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akuuttien hengitystieinfektioiden syistä sekä epidemiologiasta (Greenberg ym. 2002: 
201). Kaupalliset, useimmiten immunologiaan ja influenssavirusten antigeenien osoi-
tukseen perustuvat vieritestit tarjoavat mahdollisuuden nopeampaan influenssan diag-
nosointiin (Effler ym. 2002: 23; Ghebremedhin – Engelmann – König – König 2009: 
365; Louie ym. 2009: 196) ja ne on otettu laajalti käyttöön rutiinidiagnostiikassa. Vieri-
testien ehdoton hyöty on testin helppo saatavuus ja nopea suoritus (Ghebremedhin 
ym. 2009: 365; Louie ym. 2009: 193). Toisaalta puutteena on havaittu niiden kykene-
mättömyys tyypittää influenssavirusten alatyyppejä (Effler ym. 2002: 23), mikä on 
mahdollista käytettäessä nukleiinihappomonistukseen perustuvaa PCR-menetelmää. 
Vieritestissä on havaittu puutteita herkkyyden ja spesifisyyden suhteen ja siksi siitä 
saatu negatiivinen tulos vaatii usein PCR-referenssimenetelmällä tehtävän varmistuk-
sen (Templeton ym. 2004: 1564, 1567). Antigeeniosoitustestin käytön tavoitteina on 
määrittää infektion aiheuttaja ja sulkea pois muita hengitysteiden patogeeneja. Testin 
tuloksen perusteella kyetään myös usein valitsemaan oikeanlainen lääkitys infektion 
hoitoon. Antigeenitestit voivat joko tunnistaa ja erotella influenssa A- ja B-viruksia, 
tunnistaa, muttei erotella A- ja B-viruksia tai tunnistaa vain influenssa A-virusta. Testit 
eroavat toisistaan lisäksi näytemateriaalivaatimusten sekä tulosten saannin nopeuden 
suhteen. (Ghebremedhin ym. 2009: 365.) 
PCR-menetelmien etuna on niiden herkkyys. PCR-menetelmän on havaittu olevan vieri-
testejä spesifisempi ja herkempi hengitysteiden virusinfektioiden diagnostiikassa ja 
lisäksi sillä voidaan osoittaa suurempi taudinaiheuttajien valikoima. Nämä eri taudinai-
heuttajalajeja ja -tyyppejä edustavat patogeenit voivat aiheuttaa hyvin samanlaisia 
kliinisiä oireita ja siksi niiden aiheuttamien sairauksien diagnosoinnissa on käytettävä 
erottelukykyisiä menetelmiä. (Templeton ym. 2004: 1564.) Molekyylitason diagnostiik-
ka on keskeisessä asemassa pandemioiden alkuvaiheessa ja influenssavirukset on kyet-
tävä tunnistamaan sekä yksittäisissä että joukkoepidemioissa. Tällaisissa tilanteissa 
vaaditaan herkkiä, spesifisiä ja nopeita menetelmiä virusten osoittamiseen ja tyypityk-
seen. Reaaliaikainen PCR on tällä hetkellä sopivin menetelmä näihin tarkoituksiin. 
(Mackay 2007: 416.) 
PCR-menetelmien käyttö on suhteellisen kallista verrattuna virusviljelyyn perustuvaan 
diagnostiikkaan. Toisaalta reaaliaikaisen PCR-menetelmän käyttö lyhentää laboratorio-
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henkilökunnalta analytiikassa vaadittavaa näytteiden käsittelyaikaa, mikä pienentää 
diagnostiikassa syntyviä kustannuksia. Suurin kustannuksiin liittyvä hyöty saadaan vas-
tausviiveiden ja hoitojaksojen lyhentymisen kautta. Tämä ilmiö pienentää samalla sai-
raalainfektioiden esiintymisen sekä epätarkoituksenmukaisen antibioottihoidon aloitta-
misen mahdollisuutta. Samanaikaisesti detektoitavia kohdeyhdistelmiä voidaan ja on 
tarkoituksenmukaista suunnitella eri epidemiakausien piirteiden mukaisesti. Multiplex 
real-time PCR on reaaliaikaisen PCR:n sovellus, jonka avulla voidaan samanaikaisesti 
osoittaa esimerkiksi sekä influenssa A- että B-virusten nukleiinihapporakenteita. Mene-
telmän käyttö mahdollistaa nopeasti saatavat, herkkyydeltään ja spesifisyydeltään laa-
dukkaat tulokset ja parantaa diagnostiikan lisäksi virusinfektioista johtuvien potilasta-
pausten hallintaa. (Templeton ym. 2004: 1568.) 
PCR-menetelmät pyritään kehittämään siten, että tunnetut tai merkittävimmät influens-
saviruksen muodot kyetään osoittamaan saman reaktion aikana ja tähän tarkoitukseen 
multiplex PCR-menetelmä sopii hyvin. Influenssavirusten muuntuessa diagnostisia me-
netelmiä joudutaan kuitenkin jatkuvasti kehittämään kuluvia pandemia- ja epidemia-
kausia vastaaviksi. (Dorak ym. 2006: 235.) Diagnostiikan oikeellisuuden vahvistavan 
referenssitestauksen on oltava mahdollista kaikille erityisesti pandemia-aikoina in-
fluenssavirusten diagnostista analytiikkaa harjoittaville laboratorioille, jotta varmistu-
taan tulosten korkeasta luotettavuustasosta. (Mackay 2007: 416.) 
Influenssavirusten diagnostisessa osoittamisessa voidaan näytteinä käyttää näytteenot-
totikulla otettuja nenä- ja nielueritteitä, mutta myös imulimanäytteet ovat käyttökelpoi-
sia. Nämä näytetyypit soveltuvat lähtömateriaaliksi virusten diagnostiikassa yleisimmin 
käytössä oleviin menetelmiin, kuten virusviljelyyn sekä virusten antigeenien ja nukle-
iinihappojen osoittamiseen. Imulima- ja huuhdosnäytteitä otettaessa on kuitenkin 
huomioitava, että tällaisessa näytteenotossa syntyy helpommin tautia levittäviä ae-
rosoleja. Siksi näytteen ottaminen tikulla on suositeltavampaa. (Louie ym. 2009: 194.) 
Virusdiagnostiikkaa varten otetut näytteet tulisi ottaa infektion varhaisessa vaiheessa, 
koska virusten määrä eritteissä vähenee jo muutamien päivien sisällä alkuoireiden il-
maantumisesta (Hedman ym. 2010: 486). PCR-menetelmiä käytettäessä näytemateri-
aalin laatu ei ole tutkittavan materiaalin määrästä vaan puhtaudesta riippuva, sillä tut-
kimuksissa detektoituu herkästi myös näytteen ulkopuolinen geenimateriaali. Menetel-
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män herkkyys asettaa vaatimuksia myös näytteen käsittelylle, joten näytteenotto on 
suoritettava erityisen aseptisesti. Lisäksi näyteputkia käsitellessä käytetään suojakäsi-
neitä, eikä putkia avata turhaan ennen analysointia.  (Ulmanen 2010: 26.) 
 
3 Menetelmät 
Opinnäytetyömme tutkimuksessa käytämme kahta influenssavirusten nukleiinihapon 
detektoimiseen vaadittavaa menetelmää. Ensin näytemateriaalin sisältämä virusten 
nukleiinihappo eristetään NucliSens® easyMAG®-eristysautomaatin magneettipartikke-
lien käyttöön perustuvan menetelmän avulla ja tämän jälkeen tutkimiamme influenssa 
A- ja B-viruksia osoittavat genomin alueet monistetaan SmartCycler® RT-PCR-
menetelmää hyödyntäen. Kolmas tässä luvussa esitelty menetelmä liittyy menetelmä-
vertailussa käyttämämme näytemateriaalin alkuperään: tässä yhteydessä käytettävä 
näytemateriaali on uutettu immunokromatografiseen antigeeniosoitusmenetelmään 
perustuvan Actim® Influenza A&B-vieritestin puskuriliuokseen. 
3.1 NucliSens® easyMAG®-nukleiinihappoeristys 
BioMérieuxin valmistama NucliSens® easyMAG®-eristysautomaatti on monipuolinen ja 
helppokäyttöinen nukleiinihappojen eristysautomaatti, jolla voidaan eristää sekä RNA:ta 
että DNA:ta erilaisista näytemateriaaleista. Yhdellä ajosarjalla voidaan eristää nukleiini-
happorakenteet 1–24 näytteestä. Näytteiden määrä ja eluointivolyymi voidaan säätää 
ajosarjan sisällä. (bioMérieux 2011.) 
Eristykseen sisältyvät manuaaliset vaiheet sisältävät näytteiden, reagenssien ja kerta-
käyttöisten erityskasettien lataamisen laitteeseen sekä jätesäiliön tyhjentämisen sen 
täyttyessä. Eristyksen yhteydessä käytetään kolmea eristyspuskuria sekä yhtä lysoivaa 
puskuria. Näytemateriaalin lysoinnin voi suorittaa joko manuaalisesti tai easyMAG®-
eristyslaitteen automaation avulla. Näytemateriaalin lysointi laitteella ennen varsinaista 




Eristysprosessi perustuu magneettisten silikapartikkeleiden kykyyn sitoa nestemäisessä 
biologisessa näytteessä olevaa nukleiinihappoa. (Loens – Bergs – Ursi – Goossens – 
Ieven 2007: 421.) Eristysautomaatti on suljettu laite, mikä pienentää mahdollisuutta 
näytteiden väliseen ristikontaminaatioon (Yang ym. 2010: 198). 
3.1.1 Nukleiinihappojen eristyksen tarkoitus 
Tutkittavan näytemateriaalin nukleiinihappojen eristäminen ja puhdistaminen ympäröi-
västä soluaineksesta ja epäpuhtauksista on keskeinen työvaihe ennen nukleiinihapon 
jatkokäsittelyä (Suominen – Ollikka 2003: 61). Eristysprosessin aikana nukleiinihappoi-
hin kiinnittyneet proteiinit irtoavat ja solujen sisältämät nukleiinihappoja hajottavat 
entsyymit  poistetaan  (Ulmanen  –  Tenhunen  –  Ylänne  –  Valste  –  Viitanen  2000:  70).  
Nukleiinihappojen eristämiseen on olemassa monta erilaista menetelmää – eristettävän 
nukleiinihapon käyttötarkoitus sekä näytteen alkuperäinen määrä vaikuttavat eristys-
menetelmän valintaan (Suominen – Ollikka 2003: 61; Suominen – Pärssinen – Haaja-
nen – Pelkonen 2010: 109). 
Automatisoitu nukleiinihappomonistus on kirjallisuudessa todettu herkkyydeltään vas-
taavaksi tai jopa paremmaksi verrattuna manuaaliseen eristykseen (Loens ym. 2007: 
423). Automatisoidut ja luotettavat menetelmät nukleiinihappojen eristämiselle ovat 
kliinisessä diagnostiikassa tärkeitä, mikäli halutaan analysoida suurempi määrä näyttei-
tä lyhyemmässä ajassa (Chan ym. 2008: 2195; Yang ym. 2010: 195). Eristettyjen nuk-
leiinihappojen määrä ja laatu vaikuttavat suoraan PCR:n toimintakykyyn (Yang ym. 
2010: 195). 
3.1.2 Eristysautomaatin toimintaperiaate 
NucliSens easyMAG®-eristysautomaatissa nestemäinen näyte sekoittuu kaotrooppista 
eli denaturoivaa ainetta sisältävän puskurin kanssa, jolloin kaikki soluaines rikkoutuu 
(engl. lysis). Samalla aktiiviset RNaasit inaktivoituvat. Solujen rikkoutumisen myötä 
näytteessä olevat influenssavirusten nukleiinihapot vapautuvat puskuriin. Puskurin kor-
keassa suolapitoisuudessa magneettisten silikapartikkelien lisäys aiheuttaa vapaana 
olevien nukleiinihappojen sitoutumisen. Sitoutumisen jälkeen silikapartikkelit pestään 
toistuvasti kahta eri pesupuskuria käyttäen. Puhdistettu nukleiinihappo eluoidaan hyö-
dyntäen reaktioseoksen pH:ta nostavaa puskuriliuosta. Eristyksen viimeisessä vaihees-
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sa magneettiset silikapartikkelit poistetaan liuoksesta ennen nukleiinihappojen monis-
tusta. (EasyMAG User Manual.) Alla olevassa kuviossa havainnollistetaan magneettisten 




Kuvio 1. Nukleiinihappojen puhdistus ja eristys magneettipartikkelien avulla. (Mukaillen: Easy-
MAG User Manual.) 
 
3.2 SmartCycler® RT-PCR 
SmartCycler® on Cepheidin valmistama automaattinen PCR-laite, jolla voidaan detek-
toida monistetut tuotteet reaaliajassa. Laitteen ominaisuudet mahdollistavat kolmen 
PCR-sovelluksen yhtäaikaisen käytön ajon aikana: RNA-tuotteen käänteiskopioinnin 
komplementaariseksi DNA:ksi ja jopa neljän tuotteen monistuksen ja detektoinnin re-
aaliajassa. Yhden reaktion aikana on mahdollista monistaa 16 näytettä erillisissä näyte-
putkissa. Laitevalmistajan patentoimia, suljettuja näyteputkia käyttämällä ristikontami-
naation riski pienenee merkittävästi. (Cepheid 2011a.) 
SmartCycler®-laitteen optinen osa mahdollistaa eri aallonpituuksia edustavien fluore-
senssisignaalien detektoinnin neljässä eri kanavassa fotodetektorien avulla (Dorak 
2006: 16–17). Opinnäytetyössämme monistettava templaatti ja sisäinen monistuskont-
rolli detektoidaan siten, että ensimmäisessä kanavassa detektoidaan FAM, toisessa 
Alexa Fluor 532, kolmannessa Texas Red® ja neljännessä Alexa 637. (Cepheid 2011a). 
1. Näyte + 
puskuri +  
magneetit 










3.2.1 Menetelmän periaate 
Polymeraasiketjureaktion (engl. polymerase chain reaction, PCR) perustana ovat poly-
meraasientsyymin käyttö sekä reaktioseoksen lämpötilan tarkka kontrollointi. PCR-
menetelmän käytön tavoitteena on monistaa nukleiinihappojaksoja, jotka ovat kahden 
nukleotidijärjestykseltään tunnetun DNA-jakson välissä. (Holland ym. 1991: 7276; 
Suominen ym. 2010: 153.) PCR-reaktio koostuu toisiaan seuraavista sykleistä, joista 
jokainen sisältää denaturointi- (engl. denaturation), kiinnittymis- (engl. annealing) ja 
pidennysvaiheen (engl. extension). Siirtyminen syklin vaiheesta toiseen tapahtuu reak-
tioseoksen lämpötilaa muuttamalla ja niinpä PCR-laite ohjelmoidaan tutkimuskohtaises-
ti kontrolloimaan reaktioseoksen lämpötilaa. (Suominen ym. 2010: 154–155.) 
RT-PCR (engl. reverse transcription PCR) on herkin menetelmä havainnoitaessa alun 
perin RNA-muodossa olevan genomin läsnäoloa reaktioseoksessa. Koska RNA ei kykene 
toimimaan templaattina sellaisenaan, se on muokattava ensin komplementaariseksi 
DNA:ksi (cDNA) käänteiskopioijaentsyymin avulla. Tätä muokkaustapahtumaa ja sitä 
seuraavaa tutkittavan genominosan monistusta kutsutaan RT-PCR:ksi. Käänteiskopion-
nin jälkeen reaktioseoksessa on sopivaa materiaalia PCR:n monistavia syklejä varten. 
(Bustin 2000: 169–170.)  
Smart Cycler® RT-PCR on niin sanottu ”one-step”-menetelmä, jossa RNA-templaatin 
käänteiskopiointi ja cDNA:n monistus tapahtuvat samassa RT-PCR-reaktiossa. RT-
PCR:n alussa reaktioseoksen lämpötila nostetaan 50 °C-asteeseen, jolloin käänteisko-
pioijaentsyymit aktivoituvat ja suorittavat RNA-molekyyleistä koostuvien templaattien 
käänteiskopioinnin komplementaariseksi DNA:ksi (cDNA). Tämän jälkeen reaktioseok-
sen kuumennus 95 °C-asteeseen saa aikaan seoksessa olevan cDNA:n nukleiinihappo-
jen vastinnauhojen irtaantumisen toisistaan eli denaturaation. Lämpötilan nosto vaikut-
taa myös reaktioseoksessa oleviin entsyymeihin niin, että käänteiskopioija inaktivoituu 
ja HotStarTaq DNA-polymeraasi aktivoituu. (Qiagen 2010.) 
Kun lämpötilaa tämän jälkeen hetkellisesti lasketaan 60 °C-asteeseen, reaktioseoksessa 
olevat alukkeet kiinnittyvät niille komplementaariseen kohtaan edellyttäen, että reak-
tioseoksessa esiintyy tämän ehdon täyttävää templaattia.  Kiinnittymisreaktion mahdol-
listaa se, että templaatti ei pituutensa vuoksi ehdi kokonaan renaturoitua eli palautua 
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takaisin kolmiulotteiseen muotoonsa lämpötilaa laskettaessa toisin kuin lyhyemmät, 
reaktioseokseen lisätyt alukkeet. Kiinnittymisvaiheen jälkeen reaktioseoksen lämpötilaa 
nostetaan jälleen 72 °C-asteeseen, jolloin reaktioseoksessa oleva HotStarTaq DNA-
polymeraasi alkaa liittää nukleotideja (dNTP) alukkeen 3’-päästä lähtien mukaillen 
templaatin sisältämää nukleotidijärjestystä. Tämän pidennysvaiheen jälkeen reak-
tioseos kuumennetaan jälleen 94 °C-asteeseen eli suoritetaan uusi denaturaatio; uusi 
sykli alkaa. (Suominen ym. 2010: 154; Qiagen 2010.) 
Käänteiskopioijaentsyymin toimintaan perustuvan RT-PCR:n on havaittu olevan herkkä 
ja spesifinen menetelmä detektoitaessa näytteestä hengitysteitä infektoivia RNA-
viruksia (Templeton ym. 2004: 1564). RT-PCR-menetelmän etuina ovat tutkittavan 
materiaalin käsittelyn minimoinnista seuraava pienentynyt ristikontaminaatioriski sekä 
prosessin nopeus (Suominen ym. 2010: 167; Qiagen 2010). 
3.2.2 Reaktion vaatimat reagenssit 
RT-PCR:n toivotaan tuottavan kopioita tutkittavasta templaatista, ja jotta tämä tavoite 
saavutettaisiin, tutkimusta varten valmistettavaan reaktioseokseen on lisättävä reaktion 
onnistumisen kannalta välttämättömät reagenssit. Monistusreaktion kannalta merkittä-
viä komponentteja ovat muun muassa tutkittavalle kohteelle komplementaariset aluk-
keet sekä lähtömateriaalia monistava polymeraasientsyymi. Detektoinnin onnistumisek-
si reaaliaikaisen RT-PCR:n reaktioseokseen on myös lisättävä havainnoitavan signaalin 
muodostavat, leimana toimivat molekyylit, jotka ovat työssämme liitettyinä templaatille 
komplementaarisiin koettimiin. (Suominen ym. 2010: 153, 157, 168.) 
Polymeraasiketjureaktion hyödyntäminen laboratorioanalytiikassa perustuu suurilta osin 
DNA-polymeraasientsyymin käyttöön ja käyttöominaisuuksiin (Suominen ym. 2010: 
117). Polymeraasientsyymejä on saatavilla monenlaisia ja entsyymin valinta toteutetta-
vaa analytiikkaa varten pohjautuu muun muassa valittavan entsyymin lämmönsietoky-
kyyn. DNA-polymeraasit toimivat DNA-synteesin katalyytteinä ja niillä on kyky muokata 
nukleiinihappomolekyylejä esimerkiksi pilkkomalla niitä pienempiin osiin niin sanotun 
eksonukleaasiaktiivisuuden avulla. (Holland ym. 1991: 7276). Tässä opinnäytteessä 
hyödynsimme hyvin lämpöä kestävää HotStarTaq DNA-polymeraasia, joka on kemialli-
sesti modifioitu, alun perin Thermus aquaticus-bakteerista eristetty ja Escherichia coli-
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bakteerissa ilmennetty DNA-polymeraasi (Qiagen 2010). Taq-polymeraasilla ei ole oiko-
lukuaktiivisuusominaisuutta, mikä suurentaa sen tekemän kopiointityön virhefrekvens-
siä (Suominen ym. 2010: 118). Käytettäessä RT-PCR-menetelmää diagnostisissa sovel-
lutuksissa polymeraasin tekemät virheet eivät useimmiten ole ongelma. Polymeraasin 
virheet tapahtuvat entsyymikohtaisella frekvenssillä ja vain ensimmäisessä syklissä 
sattunut virhe monistuu kaikkiin juosteisiin. (Suominen ym. 2010: 158.) 
DNA-polymeraasin kopioiman alueen rajaavat lyhyet, noin 15í40 nukleotidin mittaiset 
alukkeet (engl. primer). Alukkeet on suunniteltu huolellisesti vastaamaan tutkittavan 
templaatin emäsjärjestystä sellaisilla genomin alueilla, joiden väliltä polymeraasient-
syymin halutaan kopioivan. Alukkeet ovat synteettisiä yksijuosteisia DNA-molekyylejä. 
Ne kiinnittyvät tutkittavan cDNA-juosteen vastakkaisiin päihin, minkä jälkeen Taq-
polymeraasi kykenee aloittamaan kopiointityön tutkittavan alueen keskustaa kohden. 
(Suominen ym. 2010: 154.) 
Reaaliaikaiselle RT-PCR:lle ja tulosten seurannalle merkittävinä reagensseina reak-
tioseokseen lisätään koettimet (engl. probe). Koettimiin voidaan tarvittaessa liittää fluo-
resoivia leimoja tulosten detektoinnin helpottamiseksi. (Suominen ym. 2010: 193.) 
Käyttämämme proximal quenching-menetelmä perustuu koettimen kanssa toimivan, 
niin sanotun vaimentimen (engl. quencher) toimintaan. Työmme RT-PCR-
sovellutuksessa hyödynsimme TaqMan®-koettimia, jotka toimivat yllä mainitun mene-
telmän tavoin. Menetelmässä fluoresoiva leima on sitoutunut käytettävän koettimen 5’-
päähän ja vaimennin 3’-päähän. Ennen polymerisaatiota fluorofori ja vaimennin pysy-
vät suhteellisen lähellä toisiaan, jolloin fluoroforin aiheuttama fluoresoiva signaali vai-
mentuu. HotStarTaq DNA-polymeraasi käyttää hyväkseen 5´-
eksonukleaasiaktiivisuuttaan pilkkoessaan TaqMan®-koetinta. Tällöin koettimen vai-
mennin ja fluorofori vapautuvat sidoksistaan, mikä saa aikaan fluoresoivan signaalin 
vahvistumisen.  (Cepheid 2011b.) Havaittavan signaalin voimakkuus korreloi polyme-
raasiketjureaktiossa tuotetun DNA:n määrään (Suominen ym. 2010: 167–168). 
Deoksinukleotidit (dNTP) toimivat RT-PCR:n vaatimana rakennusmateriaalina: polyme-
raasientsyymi rakentaa PCR-tuotetta lisäämällä deoksinukleotideja yksitellen kasvavaan 
DNA-sekvenssiin. Reaktioon lisättävien deoksinukleotidien eri lajeja on optimaalisessa 
reaktiossa yhtä paljon ja kokonaisuudessaan ylimäärä suhteessa templaatin määrään 
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(Suominen ym. 2010: 156, 162).  
Reaktioseokseen lisätään usein myös RNaasi-inhibiittoreita, joiden tarkoitus on estää 
mahdollisten reaktioon mukaan päässeiden RNaasien vaikutus reaktioon. Reaktioseok-
sessa on lisäksi oltava magnesiumia, joka mahdollistaa osaltaan kiinnittymisreaktion 
onnistumisen ja vaikuttaa lisäksi cDNA-nauhojen kahdentumislämpötilaan nostamalla 
kaksinauhaisen cDNA:n sulamislämpötilaa. Magnesium vaikuttaa lisäksi käytettävän 
polymeraasientsyymin tarkkuuteen ja aktiivisuuteen sekä saatavan tuotteen spesifisyy-
teen. Magnesiumionit muodostavat liukoisia, polymeraasientsyymin substraattina toi-
mivia komplekseja deoksinukleotidien kanssa. (Bustin 2000: 172; Suominen ym. 2010: 
162.) 
3.2.3 Tulosten detektointi reaaliajassa 
Monistusreaktiota ja sen kehitystä pystytään monitoroimaan reaaliajassa hyödyntämäl-
lä reaaliaikaista PCR-tekniikkaa (engl. real-time PCR). Käytettäessä menetelmää, jossa 
analyysin aikana kyetään samanaikaisesti sekä monistamaan spesifinen DNA että de-
tektoimaan monistustuotteen syntyä, PCR-analytiikka helpottuu ja täyttää paremmin 
analytiikalle usein asetetut korkeat tehokkuusvaatimukset. (Higuchi – Dollinger – Walsh 
– Griffith 1992: 413.) 
Reaaliaikaisessa PCR:ssä reaktioseokseen on lisättävä jokin dektektoinnin mahdollista-
va komponentti. Yleisesti tähän tarkoitukseen käytetään erilaisia leimoja – käytännössä 
fluoresoivia merkkiaineita, jotka on liitetty osaksi reaktiossa käytettäviä muita reagens-
seja. Fluoresoivien merkkiaineiden käytön tavoitteena on saada aikaan fluoresenssisig-
naalin voimistuminen merkkiaineen sitoutuessa valmistuvaan templaatin vastinsäikee-
seen eli PCR-tuotteeseen. (Suominen ym. 2010: 166–167.) Templaatin ja koettimen 
hybridisaation detektio tapahtuu yleisimmin värin muodostuksen, luminesenssi- tai 
fluoresenssireaktion kautta (Suominen ym. 2010: 196). 
Fluoresoivan leiman valinta on merkittävä osa reaktion suunnittelua, sillä leiman detek-
tioraja määrää analyysin herkkyyden. Ideaalinen leima on helppo kiinnittää DNA-
molekyyliin, turvallinen käyttää, vakaa reaktioseoksen lämpötilan muutoksista huoli-
matta, helppo detektoida jo pieninä määrinä eikä häiritse käytettävän DNA-
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polymeraasientsyymin toimintaa (Holland ym. 1991: 7279.) Opinnäytetyössämme hyö-
dynnämme kolmea eri fluoresoivaa leimaa: Alexa Fluor®-, FAM™- ja TexasRed-
leimoja, jotka on kiinnitetty TaqMan®-koettimiin. Alexa Fluor®-leima on sitoutuneena 
influenssa B-virusta tunnistavan koettimen 5´-päähän ja FAM™-leima influenssa A-
virusta tunnistavan koettimen 5´-päähän. TexasRed-leimattu koetin tunnistaa reaktios-
sa käytettävää sisäistä monistuskontrollia. Fluoroforeista saatavien spesifisten fluore-
senssisignaalien avulla erotamme influenssatyypit toisistaan. (Cepheid 2009.) 
Reaaliaikaisen PCR-menetelmän tuottama fluoresenssisignaali ilmoitetaan RFU-arvona 
(engl. relative fluorescence unit), joka on laitekohtainen fluoresenssiyksikkö. Näin ollen 
laitteiden ilmoittamissa tulossignaalien voimakkuuksissa voi olla merkittäviä eroja. Re-
aktion tuottamia tuloksia seurataan laitteiston piirtämän monistuskäyrän avulla, jolle 
sijoittuvista arvoista erityisesti kynnyssyklin arvo (engl. cycle threshold, CT) on dia-
gnostisten tutkimusten kannalta olennainen. (Suominen ym. 2010: 167.) 
Kynnyssykli on se reaktion monistussykli, jonka aikana reaktiosta saatava tulossignaali 
ylittää kynnystason. Kynnystasolla tarkoitetaan sitä tasoa, jolla reaaliaikaisen PCR-
tuotteen aiheuttama fluoresenssi kasvaa taustan aiheuttamaa fluoresenssia suurem-
maksi. Tällöin tuotteen aiheuttama signaali on detektoitavissa (kuvio 2). (Applied Bio-
systems 2011.) Käytännössä kynnystason ylittyminen tarkoittaa diagnostisen tutkimuk-
sen tuloksen osoittautumista positiiviseksi. 
Kynnyssyklin (Ct) suuruus on verrannollinen alkuperäiseen templaattimäärään. Yhden 
Ct-arvon nousu tarkoittaa templaatin määrän kaksinkertaistumista suhteessa edelliseen 
näytteeseen. Tämä voidaan havaita muun muassa näytteestä tehdyillä laimennossar-
joilla, joissa Ct-arvo nousee noin 3,3 sykliä jokaisen kymmenkertaisen laimennoksen 
kautta. Mitä suurempi määrä templaattia reaktioseoksessa on, sitä pienempi on Ct-arvo 





Kuvio 2. Reaaliaikaisen PCR:n tulossignaali. Y-akselilla on fluoresenssisignaalin RFU-arvo ja x-
akselilla on monistussyklien määrä. Kuviossa esiteltävän näytteen tuottama fluoresoiva signaali 
on detektoitavissa 20 monistussyklin kohdalla, jolloin näytteen Ct-arvo on 20.  
 
3.2.4 Laadunvarmistus 
Kontrollireaktioilla pyritään varmistamaan menetelmän laatu ja luotettavuus sekä työs-
kentelytapojen oikeellisuus. Jokaiseen reaktioon on suunniteltava analytiikan luonnetta 
vastaava määrä kontrollireaktioita. Muun muassa kontaminaatioalttiuden takia PCR-
reaktiossa käytetään steriiliä vettä, joka toimii sekä puhtaus- että negatiivisena kontrol-
lina. Muita käytettäviä kontrolleja ovat tunnetut negatiiviset ja positiiviset näytteet sekä 
mahdolliset reaktiokohtaiset sisäiset kontrollit. (Suominen ym. 2010: 156.) Negatiivisen 
kontrollin avulla varmistetaan, ettei diagnostiikkaan käytettävästä reaktiosta saada vää-
riä positiivisia tuloksia. 
Tutkimuksesta saatavat väärät negatiiviset tulokset voivat olla seurausta DNA-
polymeraasin inhibitiosta. Tämän ilmiön esiintyminen voidaan detektoida jokaiseen 
reaktioon lisättävän sisäisen monistuskontrollin avulla. Kontrolli on suunniteltu siten, 
että se monistuu monistumisreaktion mahdollistavassa reaktioseoksessa, mutta vasta 
suuren syklimäärän jälkeen, jolloin sen aiheuttama fluoresenssi ei aiheuta häiriötä tut-







muus, että myöhään havaittava tutkittavan kohteen signaali viestivät reaktion mahdol-
lisesta inhibitiosta. (Higuchi ym. 1992: 416.) Sisäisen monistuskontrollin käyttö jokai-
sessa reaktiossa varmistaa suorituksen laadun ja siten menetelmän sopivuuden dia-
gnostiseen käyttöön (Templeton ym. 2004: 1567). 
PCR-menetelmän herkkyys luo haasteita myös sitä toistamaan suunniteltujen laitteiden 
tarkkuuden ja toistettavuuden arvioinnille sekä näiden ylläpitämiselle. Laitteiston kun-
toa ja toiminnan oikeellisuutta on ylläpidettävä säännöllisin toimenpitein. Polyme-
raasiketjureaktion perustuessa tarkkoihin lämpötilavaihteluihin jo muutaman asteen 
muutokset voivat saada aikaan tulosten virheellisyyden. Erityisesti laitteen kalibroinnis-
sa, kontrolloinnissa ja huollossa on kiinnitettävä huomiota estottomaan lämmönsiirtoon 
ja analysoinnin yhteydessä reaktioseosten tilavuudet on pidettävä mahdollisimman 
pieninä. (Suominen ym. 2010: 164.) 
Optimoinnilla tavoitellaan muun muassa menetelmän optimaalista spesifisyyttä, herk-
kyyttä, toistettavuutta ja tarkkuutta (Bustin 2000: 170). Polymeraasiketjureaktiossa 
tarvittavien komponenttien pitoisuudet sekä tutkimuksen aikana vallitsevat olosuhteet 
on säädettävä optimaalisiksi reaktiolle asetettujen tavoitteiden ja riittävän tehokkuuden 
saavuttamiseksi (Suominen ym. 2010: 154). Kaikki PCR:ssä käytettävät komponentit 
ovat toisistaan riippuvaisia (Bustin 2000: 170) ja siksi niiden määrät ja määräsuhteet 
suunnitellaan tarkasti ennen reaktion toteuttamista (Suominen ym. 2010: 162). 
Herkkyydestään johtuen polymeraasiketjureaktio on kontaminaatioaltis menetelmä. 
Erityisen suuri kontaminaation riski on silloin, kun monistettavaa nukleiinihappoa on 
tutkittavissa näytteissä hyvin pieniä määriä. Toisaalta hyödynnettäessä PCR-
menetelmiä diagnostiikassa, jolloin laitteita käytetään toistuvasti, kontaminaatiovaaran 
todennäköisyys suurenee. Tällöin kyseeseen tulevat esimerkiksi reagensseista ja edelli-
sistä reaktioista peräisin olevien tuotteiden aiheuttama kontaminaatio. Reaktiossa kon-
taminoiva nukleiinihappomolekyyli voi monistua epätarkoituksenmukaisesti templaatin 
sijaan. Tästä seurauksena tutkittava templaatti ei ehkä monistu lainkaan kontaminoi-




Kemikaalilain edellyttämä hyvä laboratoriokäytäntö (engl. good laboratory practise, 
GLP) ohjaa laboratorion henkilöstön työtapoja (Jaarinen – Niiranen 2005: 9; Suominen 
ym. 2010: 165). Erityisen tärkeää työtapojen kontrollointi on herkkiä PCR-menetelmiä 
optimoitaessa ja reaktioita toteutettaessa. PCR:n reaktioseoksen valmistamiseen eli 
mastermixin eri komponenttien sekoittamiseen sekä tutkittavan kohteen monistami-
seen on hyvä varata vain tähän käyttöön tarkoitetut, eristetyt, ylipaineistetut ja kululta 
rajatut tilansa. Myös PCR-huoneiden ilma on hyvä suodattaa, sillä monistettu nukleiini-
happo voi kantautua paikasta toiseen huoneilman partikkelien kuljettamana. (Suomi-
nen ym. 2010: 165.) 
Reaktioseoksen valmistaminen puhtaassa laminaarivirtauskaapissa on yksi yleisesti 
käytössä olevista tavoista alentaa kontaminaatioriskiä. Pipetoinnissa on syytä käyttää 
suodattimen sisältäviä pipetinkärkiä, jolloin vältetään reaktion komponenttien sekoit-
tuminen aerosolimuodostuksen takia, pipetoitaessa liuoksia eri reaktioputkiin. PCR-
työskentelyn aikana käytetään suojakäsineitä, joiden on oltava puuterittomia. Suoja-
vaatteet ovat huonekohtaisia ja ne päällä ei saa siirtyä varsinkaan reaktioseoksen val-
mistamiseen käytettyyn huoneeseen monistushuoneessa työskentelyn jälkeen. Reak-
tioputki on pidettävä suljettuna aina kun mahdollista ja sen saa avata vasta, kun kork-
kiin tiivistynyt reaktioseos on sentrifugoitu putken pohjalle. (Suominen ym. 2010: 166.) 
3.3 Actim® Influenza A&B-antigeeniosoitus 
Medix Biochemican valmistama Actim® Influenza A&B-vieritesti on helppokäyttöinen ja 
nopea testi, joka tunnistaa ja erottelee influenssa A- ja B-virusten antigeenit hengitys-
tienäytteistä. Testin on osoitettu tunnistavan myös influenssa A-viruksen alatyypit 
H1N1v, H5N3, H7N3, H9N2 ja H5N1, joiden erotteluun testi ei kuitenkaan sovellu. Tes-
tin ei ole osoitettu ristireagoivan suhteessa muihin hengitystieviruksiin tai -
bakteereihin. (Medix Biochemica.) 
3.3.1 Testin periaate 
Actim® Influenza A&B-vieritestin toiminnan perustana on immunokromatografinen 
menetelmä. Testiliuskassa on monoklonaalisia vasta-aineita, jotka tunnistavat näyt-
teessä olevien influenssavirusten antigeeneja: influenssa A- ja B-virusten nukleoprote-
iineja. Tulos voidaan havaita testiliuskaan ilmestyvien viivojen avulla. Testi on kvalita-
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tiivinen, joten sitä voidaan käyttää ainoastaan influenssavirusten osoittamiseen, ei vi-
rusmäärän mittaamiseen. (Medix Biochemica.) 
3.3.2 Testin suoritus 
Actim® Influenza A&B-vieritestin reagenssipakkaus sisältää kaikki tarvittavat välineet 
testin suorittamiseen eikä suorittaminen vaadi erillisiä laitteita. Näytemateriaaliksi sopi-
vat erilaiset hengitystienäytteet, kuten nasaaliaspiraatti, nasaalihuuhde, vanutikkunäyte 
nenästä tai nenänielusta sekä kuljetusnesteeseen kerätyt näytteet. (Medix Biochemica.) 
Reagenssipakkauksen sisältämä uuttopuskuri lisätään näyteputkeen ja putken sisältö 
sekoitetaan hyvin. Mikäli näyte otetaan vanutikkunäytteenä, putkeen lisätään pieni 
määrä natriumkloridiliuosta. Näyte otetaan potilaan hengitysteistä, asetetaan näyteput-
keen ja sekoitetaan puskuriin noin kymmenen sekunnin ajan. Tämän jälkeen näytteen 
annetaan liueta puskuriin noin viisi minuuttia. Tämän jälkeen testiliuskan keltainen osa 
kastetaan näyte-puskuriliuokseen ja odotetaan kunnes neste saavuttaa tulosalueen. 
Liuska poistetaan näyteputkesta, asetetaan vaakasuoraan asentoon noin kymmeneksi 
minuutiksi, minkä jälkeen tulos luetaan valmistajan ohjeiden mukaisesti. (Medix 
Biochemica.) 
3.3.3 Testin tulosten lukeminen 
Vieritestin tulos luetaan testiliuskaan ilmestyvien viivojen avulla (katso kuvio 3). Sininen 
viiva tulosalueen alaosassa osoittaa positiivisen influenssa A-tuloksen ja sininen viiva 
tulosalueen keskiosassa osoittaa positiivisen influenssa B-tuloksen. Mikäli tulosalueella 
on nähtävissä kaksi sinistä viivaa, on näyte sekä influenssa A- että B-positiivinen. Ne-
gatiivisen testituloksen yhteydessä tulosalueella näkyy vain yksi musta kontrolliviiva. 
Jotta testitulos olisi luotettava, tulisi mustan kontrolliviivan ilmestyä tulosalueelle jokai-
sessa testissä. Jos kontrolliviiva ei ilmesty, ei tulosta voi tulkita. Tällaisessa tilanteessa 








Menetelmävalidointi on korkeatasoisten laboratorioiden laadunhallinnan työkalu ja tär-
keä toimenpide tulosten luotettavuuden varmistamiseksi (Ehder 2005: 25; Jaarinen – 
Niiranen 2005: 11). Sen avulla pyritään osoittamaan uuden menetelmän toimivuus, 
kelpoisuus ja luotettavuus sekä täsmentämään uuden menetelmän käyttötarkoitus 
(Linko 2003: 26; Jaarinen – Niiranen 2005: 11; Ehder 2005: 25; Eurachem 1998: 4).  
Erityisesti kliinisissä laboratorioissa oikean tuloksen määrittäminen on tärkeää potilaan 
hoidon kannalta ja laboratorion on pystyttävä osoittamaan tuottamiensa tulosten oi-
keellisuus (Eurachem 1998: 4; Jaarinen – Niiranen 2005: 8). 
Menetelmävalidointi on suoritettava, kun uusi menetelmä kehitetään tai käytössä ole-
vaa menetelmää halutaan parantaa, uudistaa tai sen käyttötarkoitusta laajennetaan. 
Tämä lisäksi validoinnilla voidaan osoittaa kahden eri mittausmenetelmän antamien 









taa joko vertaamalla uutta menetelmää käytössä olevaan tai eri laboratorioiden välise-
nä vertailututkimuksena (NordVal 2009: 4). Uudet tulokset ovat menetelmän hyödyn-
nettävyyttä ajatellen joko yhtä hyviä tai parempia kuin referenssimenetelmällä saadut 
tulokset. 
Validoinnissa pyritään toimimaan todellisuutta vastaavalla tavalla, eli validointiin sisäl-
tyvät määritykset tehdään mahdollisimman hyvin todellista näytemateriaalia vastaavis-
ta näytteistä. Tämän lisäksi validoinnin on oltava riittävän kattava sekä tutkittavien 
näytteiden määrän että näytemateriaalin monipuolisuuden suhteen. Riittävällä näyte-
määrällä voidaan sulkea pois erilaisia mittausepävarmuuksiin liittyviä tekijöitä. Mene-
telmävalidoinnissa määritetään samalla näytemateriaalia koskevat vaatimukset, koska 
edes hyvä ja toimiva menetelmä ei pysty tuottamaan luotettavaa tulosta huonolaatui-
sesta näytteestä (Eurachem 1998: 5). Validointityötä ohjaa standardi SFS-EN ISO 
15189: 2007, jossa määritellään erityisvaatimuksia laadukkaalle kliinisen laboratorion 
toiminnalle. Standardi sisältää määräyksiä, joiden mukaan laboratorioiden on validoita-
va menetelmänsä ja siten varmistettava tutkimusmenetelmien sopivuus käyttötarkoi-
tukseensa. (Linko 2003: 24.) 
Laboratorioiden tulee käyttää suorittamiinsa lääketieteellisiin tutkimuksiin vain validoi-
tuja menetelmiä (Ehder 2005: 55). Validointivaatimus koskee menetelmiä, joita ei  ole 
standardisoitu, sekä menetelmiä, jotka ovat laboratorion itsensä kehittämiä. Jo stan-
dardisoidut menetelmät on validoitava yllä mainitun ISO-standardin mukaan uudelleen, 
jos kyseisiin menetelmiin tehdään lisäyksiä tai muutoksia. Terveysalan laboratorioissa 
merkityksellistä on myös varmistaa, että validoitavan menetelmän tulosten mittausalue 
ja tarkkuus määritetään asianmukaisiksi asiakkaan tarpeisiin nähden. (FINAS – akkredi-
tointipalvelu 2011: 3; Ehder 2005: 55.) Menetelmää käyttävä laboratorio on itse vas-
tuussa menetelmän asianmukaisesta validoinnista ja päättää itse validoitavista para-
metreistä. Validoinnin laajuus riippuu menetelmän käyttötarkoituksesta sekä luonteesta 
kvalitatiivisena tai kvantitatiivisena menetelmänä. (Eurachem 1998: 6.) 
Uuden menetelmän validointi on työläs ja tarkka prosessi, joka tulisi suorittaa tiettyjen 
standardien mukaisesti laatukriteerejä tarkasti noudattaen. Validoinnin vaiheet ja mit-
taustulokset tulisi aina dokumentoida validointiraporttiin seurantaa varten. Prosessi 
voidaan jakaa seuraaviin vaiheisiin (Jaarinen – Niiranen 2005: 30): 
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1. Koejärjestelyn suunnittelu 
2. Mittausten suorittaminen 
3. Tulosten arviointi 
4. Tulosten laskeminen 
5. Menetelmäohjeiden laatiminen 
6. Laadunvalvonnan ohjeiden laatiminen 
 
Validoinnin kohteena olevan menetelmän valinnassa on huomioitava analyysille asete-
tut vaatimukset, kuten määritettävien analyyttien pitoisuudet, tulosten tarkkuus, mene-
telmän soveltuvuus eri materiaaleille sekä nopeus ja hinta. (Jaarinen – Niiranen 2005: 
30–31.) Tämän lisäksi menetelmän kliininen käyttötarkoitus, ympäristövaikutukset, 
kustannustehokkuus sekä työsuojelulliset asiat vaikuttavat lopulliseen päätökseen, kun 
arvioidaan validoitavan menetelmän rutiinitutkimuksiin käyttöönoton ajankohtaa (Ehder 
2005: 55). 
4.1 Validoinnin raportoiminen 
Validoinnin suorittamisen ja hyväksymisen jälkeen tulisi prosessi dokumentoida, jotta 
menetelmän käyttö olisi jatkossa yksiselitteinen. Validoinnin arvioinnissa oletetaan, että 
menetelmää käytetään yhdenmukaisesti jokaisella analyysikerralla: menetelmän tark-
kuus ei vastaa validoinnin tuloksena saatua tarkkuutta, jos menetelmää ei käytetä vali-
doinnissa määritetyllä tavalla. Tämän takia validoinnin raportoiminen on oleellinen osa 
validointiprosessia ja raportin avulla voidaan varmistaa, että menetelmää käytetään 
johdonmukaisesti kerrasta toiseen. (Eurachem 1998: 37.) 
Validointiraportista tulisi käydä ilmi työn tavoite, toteutus, mittauksiin käytetyt laitteis-
tot, välineistö, tutkittu materiaali sekä määritetyt parametrit, kuten esimerkiksi mene-
telmän herkkyys ja toteamisraja. Raporttiin kirjataan validointisuunnitelman mukaiset 
toimenpiteet, tulokset ja määritetyt spesifikaatiot. Raportin yhteenvedossa todetaan, 
täyttääkö menetelmä sille asetetut vaatimukset ja soveltuuko se aiottuun käyttötarkoi-
tukseen. (Ehder 2005: 26, 38.)  
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4.2 Validoinnissa määritettävät parametrit 
Uuden menetelmän suorituskyky arvioidaan validoinnissa suunniteltujen mittaussarjo-
jen avulla (Jaarinen – Niiranen 2005: 11). Suorituskyvyn arviointi tapahtuu menetel-
män luonteen perusteella valittujen parametrien avulla. Kvalitatiivisiin ja kvantitatiivisiin 
menetelmiin liittyvät parametrit määritetään eri tavoin ja lisäksi validoitavan menetel-
män tuleva käyttötarkoitus ohjaa osittain mitattavien parametrien valintaa (NordVal 
2009: 4). 
Kvalitatiivisen menetelmän validoinnissa määritettäviä parametrejä ovat esimerkiksi 
menetelmän selektiivisyys, spesifisyys, toistettavuus, uusittavuus sekä herkkyys (Ehder 
2005: 25–26; NordVal 2009: 4). Tämän lisäksi kvalitatiivisessa menetelmää validoitaes-
sa pyritään tunnistamaan näytteenottoon liittyvä mittausepävarmuustekijät sekä jäljit-
tämään fysikaalisten suureiden vaikutus tuloksiin (Ehder 2005: 55). 
Selektiivisyys (valikoivuus) kertoo, miten tarkasti menetelmä pystyy erottamaan tutkit-
tavan analyytin näytteessä mahdollisten muiden komponenttien läsnäolosta huolimatta 
(Jaarinen – Niiranen 2005: 11; Ehder 2005: 27). Täysin selektiivinen menetelmä pystyy 
spesifisesti osoittamaan tutkittavan analyytin olemassaolon ilman muiden yhdisteiden 
aiheuttamaa häiriötä (Jaarinen – Niiranen 2005: 11). Selektiivisyyttä voidaan tutkia 
lisäämällä näytteisiin tiettyjä häiritseviä tekijöitä, joita voidaan olettaa esiintyvän näy-
temateriaalissa normaalioloissa (Eurachem 1998: 15). Myös menetelmän spesifisyys 
(täsmällisyys) kertoo menetelmän kyvystä mitata vain haluttua analyyttiä ja voidaan 
diagnostisessa kokeessa kuvata todennäköisyydellä, jolla terve henkilö todetaan ter-
veeksi (Duodecim 2011). Spesifinen menetelmä on täysin selektiivinen tutkittavalle 
analyytille, mutta vain harvat menetelmät täyttävät tämän kriteerin. (Ehder 2005: 27.) 
Määrittämällä toistettavuus pystytään ilmaisemaan kaikissa mittauksissa satunnaisesti 
vaikuttavan satunnaisvirheen suuruus. Satunnaisvirhe vaikuttaa joko tulosta pienentä-
en tai suurentaen (Ehder 2005: 37; Jaarinen – Niiranen 2005: 32). Menetelmän toistet-
tavuus voidaan määrittää suorittamalla rinnakkaisia tutkimuksia näytteistä, joissa on eri 
pitoisuudet tutkittavaa analyyttiä. Saaduista tuloksista lasketaan tulosten välinen vaih-
telu eli hajonta mittaussarjojen sisällä sekä eri mittaussarjojen välillä. Yleensä mittaus-
sarjojen sisäinen vaihtelu on pienempi kuin näytesarjojen välinen vaihtelu. (Jaarinen – 
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Kaava 1. Keskihajonnan laskeminen. 
Mikäli sarjojen välinen hajonta on merkittävästi suurempi kuin sarjojen sisäinen hajon-
ta, sarjojen välillä sanotaan esiintyvän todellista vaihtelua. Syy vaihteluun tulisi selvit-
tää. Toistomittaukset on syytä suorittaa samoissa olosuhteissa lyhyellä aikavälillä, jotta 
ne olisivat vertailukelpoisia. Toistojen määrän tulisi tulla esiin validointiraportissa, jossa 
arvioidaan tulosten tilastollista luotettavuutta. (Ehder 2005: 37.) 
Keskihajonnan lisäksi voidaan menetelmän toistettavuus osoittaa laskemalla tulosten 
variaatiokerroin (CV %). Variaatiokerroin saadaan suhteuttamalla keskihajonta keskiar-
voon ja kertomalla tulos sadalla (kaava 2): 
 
 
Kaava 2. Variaatiokertoimen laskeminen. 
Uusittavuus kuvastaa, miten samoista näytteistä ja samalla menetelmällä tehdyt mitta-
ustulokset korreloivat keskenään, kun ne suoritetaan muuntuneissa olosuhteissa, esi-
merkiksi eri laboratorioissa. Laboratorioiden välisillä vertailumittauksilla voidaan tarkas-
taa menetelmien toistettavuus ja uusittavuus laboratorioiden välillä sekä todeta mene-
telmien systemaattisia virheitä. Tämän tyyppiset vertailumittaukset ovat tarpeen uuden 
menetelmän validoinnin yhteydessä tai kun halutaan arvioida käytössä olevan mene-
telmän suorituskykyä. Vertailuissa kaksi tai useampia laboratorioita tutkii samoja näyt-
teitä ja arvioi sitten näytteistä saatuja tuloksia keskenään. (Ehder 2005: 37, 45–46.) 
xi = yksittäinen Ct-arvo 
x = toistomittausten Ct-arvojen keskiarvo 
n = toistomittausten lukumäärä 
SD = ¥(xi - x)2 
              n - 1
  
CV % = SD * 100  
             x 
SD = keskihajonta 




Menetelmän herkkyys voidaan määrittää vertaamalla validoitavan menetelmän tuloksia 
referenssimenetelmän tuloksiin. Herkkyys kuvastaa kyseisen menetelmän kykyä osoit-
taa näytteestä tutkittava tekijä, esimerkiksi influenssaviruksen RNA näytteessä mahdol-
lisesti mukana olevien, häiritsevien tekijöiden läsnäolosta huolimatta. Menetelmän 
herkkyys (sensitiivisyys) kuvastaa diagnostisessa kokeessa saatujen oikeiden positiivis-
ten tulosten osuutta kaikista sairaista tutkittavista, eli todennäköisyyttä, jolla sairas 
todetaan sairaaksi (Duodecim 2011). 
Osana validointiprosessia varmistetaan lisäksi vertailumateriaalin avulla, että menetel-
mä on toistettavuuden suhteen käyttötarkoitukseensa soveltuva. Mitä enemmän toisto-
ja tehdään, sitä luotettavampana tuloksista tehtyjä tulkintoja voidaan pitää (Jaarinen – 
Niiranen 2005: 30–31). 
 
5 Tutkimusasetelma 
Opinnäytetyömme sisältää influenssa A- ja B-virusten nukleiinihappoa osoittavan 
SmartCycler® RT-PCR-menetelmän validoinnin osan sekä vertailun validoitavalla mene-
telmällä ja Actim® Influenza A&B-vieritestillä saatujen tulosten välillä. Toimeksianta-
jamme aloitteesta suoritimme menetelmävalidoinnin tutkimusosion, jossa hyödynsim-
me referenssimateriaalina PCR-menetelmällä Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen tes-
tattuja, influenssaviruksia sisältäviä näytteitä. Menetelmävertailu käsittää Medix 
Biochemican valmistaman Actim® Influenza A&B-vieritestin suorittamisen yhteydessä 
kerättyjen näytteiden soveltuvuuden arvioinnin toimeksiantajamme käyttämän reaaliai-
kaisen SmartCycler® RT-PCR-menetelmän näytemateriaaliksi. Menetelmävalidointi- ja -
vertailuosiot toteutettiin rinnakkain yhteensä kahdeksassa PCR-ajossa: vertasimme 
validoinnin kohteena olevalla RT-PCR-menetelmällä saatuja tuloksia vieritestillä saatui-
hin tuloksiin ja samalla RT-PCR-sarjat suunniteltiin tuottamaan informaatiota SmartCy-
cler® RT-PCR-menetelmän oikeellisuudesta, kun sarjoihin sisällytettiin THL:n PCR-
menetelmällä tutkimia näytteitä. 
Toimeksiantajamme arvioi hyödyntämämme näytemateriaalin olevan SmartCycler® 
RT-PCR-menetelmän validointiin sopiva ja riittävästi informaatiota tuottava. Tutki-
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mamme menetelmä tulee rutiinikäytössä tuottamaan influenssadiagnostiikan tueksi 
kvalitatiivisia tuloksia, eli käytännössä tiedon, ovatko menetelmällä tutkitut näytteet 
negatiivisia vai positiivisia influenssa A- ja B-virusten suhteen. Määritimme tutkimuk-
semme avulla validoitavan menetelmän kvalitatiivisen herkkyys- ja spesifisyystason, 
toistettavuuden, uusittavuuden, oikeellisuuden ja lineaarisuuden. Näiden parametrien 
kautta tehtiin validoinnin päätteeksi arvio menetelmän soveltuvuudesta toimeksianta-
jamme määrittelemään rutiinikäyttöön influenssadiagnostiikassa. Tutkimamme Smart-
Cycler® RT-PCR-menetelmän kvalitatiivisen luonteen vuoksi menetelmän spesifisyy-
teen ja herkkyyteen liittyvä informaatio käsiteltiin ristiintaulukoinnin avulla. 
Tutkimuskohteenamme olevan reaaliaikaisen SmartCycler® RT-PCR-menetelmän toi-
meksiantajamme oli valinnut validoitavaksi ja myöhemmin rutiinikäyttöön otettavaksi 
siksi, että kyseinen menetelmä mahdollistaa vieritestien tulosten oikeellisuuden varmis-
tamisen nopeasti ja luotettavasti. Validoidun menetelmän on siis tarkoitus tulevaisuu-
dessa toimia Actim® Influenza A&B-vieritestin referenssinä. Tällainen vertailumenettely 
tulee kyseeseen silloin, kun herkkyydeltään reaaliaikaista RT-PCR-menetelmää hei-
kommaksi todetun vieritestin tulos osoittautuu negatiiviseksi, mutta asiakas tai kliinikko 
haluaa varmistua vieritestin tuloksen oikeellisuudesta. Lisäksi SmartCycler® RT-PCR-
menetelmällä kyetään osoittamaan influenssaviruksen nukleiinihappo tutkittavista näyt-
teistä nopeasti. Menetelmän korkea herkkyys ja nopeus parantavat influenssavirusin-
fektioon sairastuneen potilaan hoidon sujuvuutta sekä oikeellisuutta, kun influenssa-
tapaukset kyetään osoittamaan luotettavasti lyhyiden vastausviiveiden puitteissa. 
5.1 Aikaisemmat tutkimukset 
Ghebremedhinin johtama saksalainen tutkimusryhmä julkaisi vuonna 2009 artikkelin, 
jossa arvioidaan Actim® Influenza A&B-vieritestin toimivuutta kvalitatiivisessa influens-
saosoituksessa. Tutkimuksen näytemateriaalina käytettiin erilaisia hengitystienäytteitä 
(n=473), joista suurin osa (461 kpl) oli kerätty lapsipotilailta, joilla ilmeni influenssan-
kaltaisia oireita. Vieritestin suorituskykyä verrattiin jo käytössä olevaan “in-house” RT-
PCR-menetelmään herkkyyden, spesifisyyden ja testin vaatiman suoritusajan suhteen 
ja lisäksi tutkimuksen osana tehtiin ristireaktiotesti. Influenza A&B-vieritestauksesta 
saadut tutkimustulokset osoittivat influenssa A-virusmateriaalia yhdeksässä näytteessä 
ja influenssa B-virusmateriaalia kuudessa näytteessä. Vastaavat tulokset RT-PCR mene-
telmällä olivat 13 positiivista influenssa A-tulosta ja 10 positiivista influenssa B-tulosta. 
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Actim® Influenza A&B-vieritestin spesifisyyden todettiin olevan 100 % ja testin herk-
kyyden 65 % verrattuna RT-PCR-referenssimenetelmällä saatuihin tuloksiin. Ristireak-
tiotestin perusteella Actim® Influenza A&B-testin todettiin olevan spesifinen influens-
savirusten antigeenien osoittaja. Yhteenvetona tutkimuksesta Ghebremedhin ym. tote-
sivat tutkimansa vieritestin olevan soveltuva positiivisten influenssatulosten osoittami-
seen korkean spesifisyyden takia, mutta negatiivisiksi jääneitä tuloksia tulisi tutkia tut-
kimusryhmän mukaan herkemmällä menetelmällä ennen lopullisen diagnoosin määrit-
tämistä. (Ghebremedhin ym. 2009: 365–369.) 
Toinenkin tutkimus koskien Actim® Influenza A&B-vieritestin herkkyyttä ja spesifisyyt-
tä on julkaistu samana vuonna edellä mainitun Ghebremedhinin ym. tutkimuksen kans-
sa. Kyseisessä tutkimuksessa Steininger ym. arvioi ja vertaa neljän eri vieritestin tulok-
sia RT-PCR-menetelmällä saatuihin tuloksiin. Tutkimuksessa Actim® Influenza A&B-
vieritestin herkkyys influenssa A-viruksen (alatyyppi H3N2) tunnistamisessa on vain 40 
%, joka on kuitenkin paras tulos verrattaessa Actim® Influenza A&B-testillä saatuja 
tuloksia muiden tutkimuksessa tarkasteltujen vieritestien vastaaviin tuloksiin. Kyseises-
sä tutkimuksessa vieritestausta ei suoritettu valmistajan suositusten mukaisesti: testat-
tavat näytteet laimennettiin ensin ja pakastettiin sitten -70 °C asteessa. Sulatusvaiheel-
la on ehkä yhteys tutkimuksesta saatuun matalaan herkkyyteen, sillä viruksen pinta-
antigeenien rakenteet saattavat muuttua pakastus-sulatussyklin johdosta. Lisäksi tutki-
jat osoittivat tutkimuskohteenaan olevan vieritestin herkkyystason laskevan merkittä-
västi potilaan iän kasvaessa. Tässä on huomioitava influenssavirukselle ominainen il-
menemisen runsaus lapsipotilailla verrattuna aikuisiin. Kyseessä ei siis ole vieritestin 
ominaisuuksista johtuva herkkyystason lasku. Kuten edellisessäkin tutkimuksessa, Stei-
ninger ym. suosittelevat negatiivisiksi jääneiden tulosten varmistamiseksi lisätutkimusta 
herkemmällä menetelmällä väärien negatiivisten tulosten poissulkemiseksi. (Steininger 
ym. 2009: 267–272.) 
Lisäksi suomalainen tutkimusryhmä on julkaisut artikkelin, jossa Actim® Influenza 
A&B-vieritestin tuloksia verrataan muun muassa PCR-menetelmään. Tutkimus on kak-
siosainen ja menetelmävertailun lisäksi siinä tutkitaan mahdollisuutta diagnosoida in-
fluenssatartunta 24 tunnin sisällä oireiden alkamisesta 1-3-vuotiailla lapsilla. Tuloksissa 
Actim® Influenza A&B-vieritestin herkkyys influenssa B-viruksen osoituksessa oli vain 
25 %, joka on tiedonhaussa löytämistämme tuloksista heikoin. Influenssa A-viruksen 
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suhteen vieritesti antoi jopa 90 % herkkyystason. Influenssa B-virusten osoittamisessa 
arvo jäi huomattavasti matalammaksi. (Heinonen – Silvennoinen – Lehtinen – Vai-
niopää – Heikkinen 2011: 387–391.) 
Edellä mainittujen tutkimustulosten perusteella ja tutkimuksia verrattaessa voidaan 
todeta Actim® Influenza A&B-vieritestin olevan herkkyystasoltaan epävakaa. Kyseinen 
vieritesti ei ole yhtä luotettava kuin hyvin herkäksi todettu PCR-menetelmä. On siis 
syytä suhtautua vieritestillä saataviin negatiivisiin tuloksiin varauksella ja pyrkiä varmis-
tamaan tulos herkemmällä menetelmällä. 
Loensin johtama tutkimusryhmä arvioi tutkimuksessaan NucliSens® easyMAG®-
laitteen suorituskykyä ja käyttömukavuutta erilaisten kliinisten näytteiden eristämises-
sä. Referenssinä tuloksia vertailtiin QIAGENin manuaaliseen eristystuotepakkaukseen ja 
NucliSens miniMAGiin. Eristettyjen nielunäytteiden kohdalla pystyttiin monistuksen jäl-
keen toteamaan matalampia Ct-arvoja NucliSens® easyMAG-laitteella eristettyjen näyt-
teiden osalta verrattuna QIAGEN-eristykseen. Yksi easyMAG-laitteella eristetty näyte 
osoittautui monistuksen jälkeen negatiiviseksi, vaikka toinen eristysmenetelmä antoi 
näytteestä positiivisen tuloksen. Tämän poikkeavan tuloksen ei kuitenkaan todettu ole-
van tilastollisesti merkittävä. (Loens ym. 2007: 422–424.) 
Myös Loensin tutkimuksessa eristetyistä CMV-positiivisista kokoverinäytteistä easy-
MAG® antoi QIAGEN-menetelmällä saatuja tuloksia matalammat Ct-arvot. EasyMAGilla 
eristettyjen näytteiden monistuksessa saadut matalammat Ct-arvot voivat johtua suu-
remmasta DNA-määrästä, puhtaammasta lähtömateriaalista tai inhibiittoreiden puut-
teesta. Tulokset osoittavat, että easyMAGilla eristetty nukleiinihappo on korkealaatui-
sempaa, kuin QIAGENin manuaalisella käsittelyllä eristetyt nukleiinihapot. Korkealaatui-
semmalla eristeellä tarkoitetaan tässä yhteydessä eristystuotteen puhtaustasoa sekä 
inhibiittoreiden puutetta. (Loens ym. 2007: 422–424.) 
Hengitystieinfektioita aiheuttavia patogeeneja voidaan diagnosoida nopeasti ja luotet-
tavasti niin sanotun multiplex RT-PCR-tekniikan avulla. Tämä tekniikka kehitettiin 
vuonna 2004, jolloin Templeton jne. suunnittelivat kaksi eri viruksia tai virustyyppejä 
samanaikaisesti erottelevaa ja detektoivaa menetelmää. Toisella heidän suunnittelemis-
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taan reaktioista kyettiin detektoimaan influenssa A-, influenssa B- sekä HRSV (engl. 
human respiratory syncytial virus) -viruksia ja reaktiossa hyödynnettiin Texas Red™-, 
FAM- sekä HEX-leimoja. Tutkijat havaitsivat, että herkkyydet vastasivat toisiaan multi-
plex-menetelmän ja yksittäisten osoitusten välillä. Myöhemmin, vuonna 2005 Hindiyeh 
jne. kehittivät menetelmän, jolla voitiin detektoida samanaikaisesti influenssa A- in-
fluenssa B-, H7N7- ja H9N2-viruksia. (Mackay 2007: 190–191.) 
5.2 Työtä ohjaavat kysymykset 
Opinnäytetyöprosessimme käynnistyi toimeksiantajamme tavoitteesta validoida Smart-
Cycler® RT-PCR-menetelmä diagnostiseen käyttöön Actim® Influenza A&B-vieritestin 
referenssimenetelmäksi. Rakensimme tämän tavoitteen pohjalta mahdollisimman koh-
dennetusti työn tarkoitusta ja tavoitteita vastaavat, prosessia ohjaavat tutkimuskysy-
mykset. Opinnäytetyömme kautta pyrimme antamaan vastaukset seuraaviin kysymyk-
siin: 
1. Miten hyvin validoitavalla SmartCycler® RT-PCR-menetelmällä saadut tulokset 
korreloivat referenssilaboratoriossa saatuihin tuloksiin? 
 
2. Mikä on validoitavan SmartCycler® RT-PCR-menetelmän luotettavuustaso osoi-
tettaessa ja eroteltaessa influenssa A- ja influenssa B-virusten nukleiinihappora-
kenteita? 
 
3. Mikä on Actim® Influenza A&B-vieritestin herkkyys- ja spesifisyystaso verratta-
essa vieritestillä saatuja tuloksia SmartCycler® RT-PCR-menetelmällä saatuihin 
tuloksiin? 
 
4. Kuinka yhdenmukaisia Actim® Influenza A&B-vieritestin immunokromatografi-
aan perustuvalla menetelmällä ja sen referenssinä käytetyllä SmartCycler® RT-





6 Opinnäytteen suoritus 
Opinnäytetyömme kohdemenetelmä, SmartCycler® RT-PCR, on luonteeltaan kvalitatii-
vinen, toisin sanoen sillä tuotetut tulokset ovat laadullisia. Käytännössä tulokset tulki-
taan siis joko positiivisiksi tai negatiivisiksi. Tutkimamme menetelmä voidaan tarvitta-
essa muokata kvantitatiiviseksi ajosarjoihin lisättävien standardiliuosten avulla. (Ehder 
2005: 55.) 
Tarkentaaksemme opinnäytetyömme rajausta haluamme korostaa, että opinnäyte-
työmme käsittää vain osan validoinnin ja menetelmävertailun vaiheista: mittausten 
suorittamisen sekä tulosten laskennan, analysoinnin ja arvioinnin vaiheet. Koejärjeste-
lyjen suunnittelusta ja validointisuunnitelman teosta on vastannut toimeksiantaja: alus-
tava validointisuunnitelma laadittiin maaliskuussa 2011 (liite 1). Tämän lisäksi toimek-
siantajamme on tarkistanut SmartCycler® RT-PCR-menetelmän toimivuuden alustavas-
ti sekä optimoinut tutkimuksessa käytetyt laitteet vastaamaan tutkimuksen tarpeita. 
Tutkimukseen liittyvien menetelmä- ja laadunvalvontaohjeiden laatiminen jäävät 
työmme rajauksen ulkopuolelle ja niistä vastaa toimeksiantaja. 
6.1 Näytemateriaali 
Toimeksiantajamme keräsi tutkimuksessa käyttämämme näytteet kahdesta eri lähtees-
tä – tutkimme PCR-referenssimenetelmällä Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksella analy-
soituja sekä Actim® Influenza A&B-vieritestillä tutkittuja näytteitä. Referenssi- ja vieri-
testimenetelmällä saadut tulokset annettiin meille tarkasteltavaksi aloittaessamme 
opinnäytteemme empiirisen tutkimuksen vaiheen. Validoinnissa hyödynnetyt Terveyden 
ja hyvinvoinnin laitokselta saadut näytteet ja vieritestillä tutkitut näytteet ajettiin tutki-
muksessamme rinnakkain, yhteisissä sarjoissa. Sarjoja tutkimukseemme sisältyi seit-
semän täyttä sekä yksi laitteen näytepaikkojen suhteen vajaa laimennossarja. Kaikki 
näytteet identifioitiin sarjanumeroilla, eikä potilaiden henkilötietoja käsitelty missään 
vaiheessa opinnäytetyön prosessin aikana. 
6.1.1 Validoinnissa käytetyt referenssinäytteet 
SmartCycler® RT-PCR-menetelmän validoinnissa käytetyt näytteet ovat potilasnäyttei-
tä, jotka on tutkittu PCR-menetelmällä influenssa A- ja B-virusten osalta Terveyden ja 
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hyvinvoinnin laitoksen referenssilaboratoriossa. Näytemateriaali pyrittiin valikoimaan 
siten, että se vastasi validoitavan menetelmän tulevassa käytössä tutkittavaa materiaa-
lia: mukana oli sekä influenssavirusten suhteen negatiivisia että influenssa A- ja B-
positiivisia näytteitä. Osa negatiivisista näytteistä sisälsi muita hengitystiepatogeeneja, 
kuten RSV- (engl. human respiratory syncytial virus) ja adenoviruksia, mikä auttoi osal-
taan selvittämään tutkimamme menetelmän spesifisyyttä influenssavirusten suhteen. 
Näytteet on lähetetty Yhtyneet Medix Laboratoriot Oy:n toimipaikkaan eppendorfput-
kissa, -70 °C lämpötilassa. Tiedossamme oli ainoastaan referenssilaboratorion PCR-
menetelmällä saatu analyysitulos influenssa A- ja B-virusten suhteen. Muita näytekoh-
taisia tietoja, kuten potilaiden sukupuolta tai ikää, samoin kuin näytteenoton ajankoh-
taa, ei annettu tietoomme. Kaikki näytteet käsiteltiin näin ollen pelkän numerosarjan 
avulla. Näytemateriaali sulatettiin ennen analyysien suorittamista yhden ajon vaatima 
näytesarja kerrallaan. Preanalyyttiset tekijät vakioitiin toimeksiantajan toimesta. 
Smart Cycler® RT-PCR-menetelmän validoinnissa käytimme THL:n referenssimenetel-
mällä analysoitua, yhteensä kymmentä influenssa A-positiivista näytettä, joista viisi 
näytettä oli influenssa A(H1N1)-positiivisia ja viisi A(H3N2)-positiivisia. Näiden lisäksi 
tutkimme viisi influenssa B-positiivista näytettä ja 20 influenssavirusten suhteen nega-
tiivista näytettä. Viisi negatiivista näytettä oli todettu adenoviruspositiivisiksi ja yksi 
näyte RSV-positiiviseksi. Negatiiviset näytteet yhdistämällä saatiin kymmenen influens-
savirusten suhteen negatiivista näyteseosta eristystä ja monistusta varten. 
6.1.2 Menetelmävertailussa käytetyt vieritestinäytteet 
Opinnäytetyössä käyttämämme vieritestinäytteet ovat potilasnäytteitä, joita on kerätty 
Yhtyneet Medix Laboratoriot Oy:n Raumantien toimipisteessä tammi- ja helmikuussa 
vuonna 2011. Näytteet on otettu nenätikkunäytteinä influenssavieritestiä varten poti-
lailta, joilla on todettu influenssavirustartuntaan viittaavia kliinisiä oireita. Käytetty vieri-
testi on Medix Biochemican Actim® Influenza A&B ja näytteet on vieritestillä analysoi-
misen jälkeen säilytetty kyseisen testin puskuriliuoksessa. Vieritestauksen suorittamisen 
jälkeen testin puskuri ja sen sisältämä näytemateriaali on säilytetty näytteenottopisteen 
jääkaapissa ja toimitettu seuraavalla näytekuljetuksella Yhtyneet Medix Laboratoriot 
Oy:n Nihtisillan toimipisteeseen pitkäaikaista säilytystä varten. Näytteiden pitkäaikai-
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sessa säilytyksessä puskuriliuos ja sen sisältämä potilasnäyte on pakastettu -70 °C-
asteessa. Yhtyneet Medix Laboratoriot Oy takaa, että näytteet on säilytetty asianmu-
kaisesti ja siten säilytykseen liittyviä virhetekijöitä ei tarvitse huomioida osana tulosten 
arviointia. Näytteet on kerätty eri ikäluokkiin kuuluvilta potilailta, kuitenkin pääsääntöi-
sesti aikuisilta. Vieritestauksen tulokset eivät ole vaikuttaneet menetelmävertailussa 
saatavien SmartCycler® RT-PCR-tulosten tulkintaan. 
Työmme menetelmävertailuosiossa tutkimme viisi Actim® Influenza A&B-vieritestin 
antigeeniosoituksessa influenssa A-positiiviseksi tulkittua näytettä ja neljä saman testin 
avulla influenssa B-positiivisiksi todettua näytettä. Näiden lisäksi tutkimme SmartCy-
cler® RT-PCR-menetelmällä 48 näytettä, jotka oli vieritestin antigeeniosoituksen perus-
teella todettu influenssa A- ja B-negatiivisiksi sekä kaksi näytettä, joiden vieritestitulok-
sen oli tulkittu olevan positiivinen sekä influenssa A- että influenssa B-virusta kohtaan. 
6.2 Työn suoritus 
Toimeksiantajamme varmisti alustavasti tutkimuskohteenamme olevan SmartCycler® 
RT-PCR-menetelmän toimivuuden ja optimoi samalla menetelmän muuttujat ennen 
opinnäytteeseemme liittyvää tutkimusosiota. Opinnäytetyön varsinainen empiirinen 
osuus suoritettiin Yhtyneet Medix Laboratoriot Oy:n Nihtisillan toimipisteessä touko-
kesäkuussa 2011. Työmme ohjaaja, erikoistuva kemisti Johanna Westerlund, perehdyt-
ti meitä muutaman päivän ajan laitteiden käyttöön ja työn toteutukseen liittyen, minkä 
jälkeen suoritimme itsenäisesti influenssavirusten eristämisvaiheen NucliSens® easy-
MAG®-laitteella sekä monistamisvaiheen SmartCycler®-laitteella. Halusimme molem-
pien oppivan tutkimuksen eri osuuksien käytännön suorittamisen ja siksi osallistuimme 
molemmat laboratoriotutkimusosion jokaiseen vaiheeseen. 
Näytteiden eristys ja monistus suoritettiin Yhtyneet Medix Laboratoriot Oy:n laatiman 
alustavan työohjeen mukaisesti. Pakastetut näytteet säilytettiin tutkimuksen eri vaihei-
den välisen ajan viileässä RNA:n hajoamisen estämiseksi. Työskentelimme immunoviro-
logian laboratoriotiloihin kuuluvissa, toisistaan erillään olevissa huoneissa: ensimmäi-
nen huone oli näytteiden esikäsittelyä ja eristämistä varten ja toinen reagenssiseoksen 
valmistamista sekä näytteiden ja reagenssiseoksen yhdistämistä varten (pre-PCR huo-
ne). Lisäksi tutkimuksessa hyödynnettiin kolmatta, näytemateriaalin monistamisvaiheen 
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suorittamiseen tarkoitettua huonetta. Jokaisessa työvaiheessa käytettiin talkittomia 
suojakäsineitä, joita vaihdettiin työn aikana useita kertoja kontaminaation ja reaktion 
inhibition estämiseksi. Työskentelytasojen ja laminaarivirtauskaappien puhdistamisessa 
käytettiin RNase AWAY-liuosta aina työskentelyjaksojen päätyttyä. Monistushuoneessa 
käytettiin huonekohtaisia sisäkenkiä monistetun materiaalin muihin tiloihin leviämisen 
estämiseksi. 
6.2.1 Näytteiden esikäsittely ja nukleiinihappojen eristäminen 
Influenssavirusten RNA:n eristämiseen käytimme bioMérieuxin easyMAG®-
eristysautomaattia. Täysi eristyssarja käsittää 24 näytettä jaettuna kolmeen eristys-
kasettiin. Työssämme emme kuitenkaan hyödyntäneet täyttä näytteidenajokapasiteet-
tia, vaan näytteet jaettiin SmartCycler®-laitteen monistuskapasiteetin kanssa yhteen-
sopiviin 16 näytteen sarjoihin. Näytteistä laadittiin eristämistä varten työlista, jossa 
ilmenivät näytenumero ja näytteen paikka eristyskasetissa. Kasetin kaivoihin pipetoitiin 
200 µl näytettä, käyttäen suodattimen sisältäviä pipetinkärkiä aerosolimuodostumisen 
estämiseksi. Eristys suoritettiin laitevalmistajan ohjeiden mukaisesti. 
Jokaisen näytteen yhteydessä käytettiin sisäisenä monistuskontrollina Cepheid® SPC-
helmeä (engl. sample process control). SPC-helmet sisältävät suojattuja, kylmäkuiva-
tussa muodossa olevia RNA-SPC-rakenteita (engl. armored RNA®), RNaasi-
inhibiittoreita sekä polyA-RNA:ta. Sisäisen monistuskontrollin avulla kyetään estämään 
inhiboivista tekijöistä aiheutuvat väärät negatiiviset tulokset. (Cepheid.) Muutamissa 
ajosarjoissa helmi lisättiin näytteiden esikäsittelyvaiheessa (sarjat 1–4) ja toisissa vasta 
laitteella suoritettavan lysoinnin jälkeen (sarjat 5–7). Jokaiseen eristyskasettiin lisättiin 
eristettävien näytteiden lisäksi 200 µl prosessikontrollina toimivaa steriiliä vettä. 
Näytekasetit asetettiin easyMAG®-eristysautomaattiin, minkä jälkeen influenssavirus-
ten RNA eristettiin niin sanotulla yleisohjelmalla (engl. generic). Eristysohjelman alussa 
näytemateriaalin solumassa hajotettiin 10 minuuttia kestävällä, laitteen suorittamalla 
lysoinnilla. Lysoinnin jälkeen jokaiseen näytekuoppaan lisättiin 125 µl NucliSens® ea-
syMAG®-magneettipartikkeliseosta, joka laimennettiin ennen lisäystä steriilillä vedellä 
(0,6 ml magneettipartikkeleita + 550 µl steriiliä vettä). Tämän vaiheen jälkeen seurasi 
40 minuutin mittainen, laitteen suorittama eristysvaihe. Laitteen eluointitilavuudeksi 
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ohjelmoitiin 60 µl. Kuviossa 4 esitämme NucliSens® easyMAG®-eristysautomaatilla 










Kuvio 4. NucliSens® easyMAG®-eristysautomaatilla suoritetun eristyksen vaiheet. Lilanväristen, 
suorakulmaisten muotojen sisältö vastaa laitteen automaattisesti tekemiä työvaiheita ja sinisellä 
pohjalla, pyöreäkulmaisissa muodoissa on esitetty manuaalisesti suoritetut työvaiheet. 
 
Eristysvaiheen jälkeen eluaatit siirrettiin numeroituihin eppendorfputkiin ja tämän jäl-
keen säilytettäväksi jäille. Eristyskasettien sisältämät, prosessikontrolleina toimivat ste-
riili vesi -näytteet yhdistettiin samaan eppendorfputkeen. Menetelmävalidoinnissa ja -
vertailussa tutkitut näytteet käsiteltiin rinnakkain ja niille suoritettiin eristysvaihe osit-
tain samoissa sarjoissa. (EasyMAG User Manual.) 
Ajon valmistelu, työlistan 
laatiminen 
Näytteiden (200 µl) lisääminen 
eristyskasetteihin ja kasettien 
asettaminen laitteeseen 
Laitteen käynnistäminen ja 
halutun ohjelman valinta 







Lysoivan puskurin lisäys 
ja näytteiden inkubointi 
 
Laite suorittaa eristyksen, joka 
sisältää seuraavat vaiheet: 
 
1. Silikan konsentrointi 
2. Pesu 
3. Eluointi 
4. Puhtaan lopputuotteen 
synty 
 
Steriili vesi Magneettinen silika 
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6.2.2 Reagenssiseoksen valmistus 
Nukleiinihappomonistuksessa käytettävä reagenssiseos (engl. mastermix) valmistettiin 
ennen jokaista monistussarjaa kaupallisista reagensseista. Reagenssiseos tehtiin kah-
dessa eppendorfputkessa niin, että yhden putken seos riitti yhteensä kahdeksaan reak-
tioon.  
Molempiin reagenssiseosta sisältäviin eppendorfputkiin lisättiin aluksi neljä Cepheidin 
valmistamaa Smart Cycler® Flu A/B Reagents Primer and Probe Set-reagenssihelmeä. 
Helmet sisältävät influenssa A- ja B-monistusreaktioille spesifisiä alukkeita, FAM™- ja 
Alexa Fluor®-leimattuja koettimia, SPC-sekvenssiä varten suunniteltuja spesifisiä aluk-
keita sekä Texas Red®-koettimia. Tämän jälkeen putkiin lisättiin Qiagen® One-Step 
RT-PCR-reagenssipakkauksesta 40 µl (5x) puskuria, 8 µl (10 mM) dNTP:tä ja 8 µl ent-
syymiseosta (liite 3). Näiden reagenssien lisäksi seokseen lisättiin 12 µl (25 mM) MgCl2-
liuosta (Fermentas), 2 µl (40 U/µl) RNaasi-inhibiittoria (Promega) ja 50 µl steriiliä vettä 
(Qiagen). Reagenssiseoksen valmistusvaiheet on kuvattu alla olevassa kuviossa (kuvio 
5). Seos sekoitettiin hyvin koeputkiravistelijalla ja sentrifugoitiin tämän jälkeen eppen-
dorfputkien pohjalle 5í10 sekunnin ajan pienessä pöytäsentrifugissa. 
 




Kuvio 5. Reagenssiseoksen valmistusvaiheet. 
4 kpl Flu A/B-
helmiä yhtä putkea 
kohden 
Nestemäisessä muodossa 
olevat reagenssit yhtä 
putkea kohden: 
 
40 µl puskuria 
8 µl dNTP 
8 µl entsyymiseosta 
12 µl MgCl2 
2 µl RNaasi-inhibiittoria 
50 µl steriiliä vettä 
Reagenssiseos  
(yhdessä putkessa 8 reak-






Ajoon tarvittava määrä SmartTube-monistusputkia (16 kpl sarjoissa 1í7 ja 8 kpl sar-
jassa 8) sijoitettiin valmiiksi jäähdytettyyn kylmäblokkiin, minkä jälkeen jokaiseen mo-
nistusputkeen pipetoitiin 15 µl reagenssiseosta. Tämän jälkeen putket suljettiin ja kyl-
mäblokki monistusputkineen siirrettiin pre-PCR-tilan vetokaappiin näytteiden pipetointia 
varten. Jokaisesta eristetystä, jäissä säilytetystä näytteestä sekä prosessikontrollista 
pipetoitiin 10 µl tilavuus omaan numeroituun monistusputkeensa. Vain yksi näyte ja 
sille varattu monistusputki olivat kerrallaan käsiteltävinä ristikontaminaation estämisek-
si. Monistusputkien korkit suljettiin tiiviisti heti pipetoinnin jälkeen. 
6.2.3 Monistaminen SmartCycler®-laitteella 
Varsinainen monistusreaktio tapahtui PCR-tilassa Smart Cycler®-laitteen suorittaman 
one-step-menetelmää hyödyntäen. PCR-laite ja Smart Cycler-ohjelma käynnistettiin 
ennen monistusta. Ajon nimeämisen jälkeen valitsimme ”FATA25 dye set”-toiminnon ja 
tällä mahdollistimme käyttämiemme leimojen tunnistamisen PCR-laitteessa. Laadimme 
jokaista ajoa varten tietokoneohjelmiston avulla työlistan, jossa ilmeni yksittäisten 
näytteiden tunnistenumerot sekä paikat laitteen sisällä. Valmiiksi laaditun ohjeen avulla 
valittiin influenssavirusten monistusta varten ”Cepheid_Influenssa”-ohjelma. 
SmartTube-reaktioputkia sentrifugoitiin 5í10 sekunnin ajan niille tarkoitetussa 
Cepheidin valmistamassa sentrifugissa, jotta näytemateriaali ja reaktioseos saatiin 
asettumaan reaktioputken pohjalle. Samalla reaktioputken sisältämä liuos saatettiin 
homogeeniseen, hyvin sekoitettuun muotoon. Putket asetettiin työlistan mukaisesti 
numerojärjestyksessä Smart Cycler®-laitteeseen, varmistettiin että jokainen putki oli 
kiinni tiiviisti ja lopuksi näytekammion kannet suljettiin. Tämän jälkeen ajo käynnistet-
tiin. Ohjelma suoritti ensin normaalia denaturaatiovaihetta pidemmän alkudenaturaati-
on, minkä jälkeen varsinainen monistussykli toistui 40 kertaa. 
1. 50 °C 30 minuuttia 
2. 95 °C 15 minuuttia 
3. 94 °C 15 sekuntia  
4. 60 °C 45 sekuntia   syklien toisto 40 kertaa 




Työmme tulokset jakautuvat kahteen osioon tutkimuksemme jaon mukaisesti. Ensim-
mäinen osio käsittelee menetelmävalidoinnista saatuja tuloksia: arvioimme tulosten 
merkitystä menetelmän hyödynnettävyyteen toimeksiantajamme tavoitteiden mukai-
sessa diagnostisessa käytössä. Menetelmävalidoinnin tulokset käsitellään eriteltyinä 
tutkimiemme parametrien suhteen. Toisessa osiossa esitämme menetelmävertailun 
tulokset, joiden kautta arvioimme, soveltuuko Actim® Influenza A&B-vieritestauksesta 
peräisin oleva näyte-puskuriliuos kohdemenetelmämme näytemateriaaliksi. Menetel-
mävertailun tuloksina käsittelemme vieritestin herkkyys- ja spesifisyystasot sekä 
käymme läpi vertailussa esiintyvät poikkeavat tulokset. 
Liitteessä 4 on SmartCycler® RT-PCR-menetelmän avulla tuotetut monistuskäyrät ja 
Ct-arvot jokaisen sarjan osalta. Kaikki SmartCycler® RT-PCR-menetelmällä saadut tu-
lokset on esitetty myös liitteessä 5, jossa jokaisen näytteen kohdalla esitellään vali-
doidulla menetelmällä saatu tulos, näytteen Ct-arvo, sisäisen prosessikontrollin (SPC) 
tulos sekä näytteelle aikaisemmin Actim® Influenza A&B-vieritestillä tai referenssime-
netelmällä saatu tulos.  
7.1 Validoinnin tulokset 
SmartCycler® RT-PCR-menetelmän validoinnissa tutkittaviksi parametreiksi valittiin 
kohdemenetelmän herkkyys, spesifisyys, toistettavuus, uusittavuus ja lineaarisuus. 
Saamamme tulokset vastasivat lähes systemaattisesti THL:n referenssimenetelmällä 
saatuja tuloksia. Tutkimustulosten analysoinnin jälkeen kohdemenetelmämme havait-
tiin olevan suunniteltuun käyttötarkoitukseensa sopiva kaikkien tutkittavien parametri-
en osalta. 
7.1.1 Kvalitatiivinen herkkyys ja spesifisyys 
SmartCycler® RT-PCR-menetelmän validoinnissa saadut herkkyys- ja spesifisyystasot 
laskettiin vertaamalla menetelmällä saatuja tuloksia THL:n referenssimenetelmällä saa-
tuihin tuloksiin. Validointitulokset on laskettu erikseen influenssa A- ja influenssa B-
virusten osalta. Tulokset on esitetty alla olevissa taulukoissa (taulukko 1 ja taulukko 2). 
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Kaikki referenssimenetelmällä saadut negatiiviset tulokset osoittautuivat myös Smart-
Cycler® RT-PCR-menetelmällä negatiivisiksi ja herkkyystaso oli sekä influenssa A- että 
influenssa B-viruksen kohdalla 100 %. Yksi referenssimenetelmän avulla influenssa 
A(H3N2)-positiiviseksi tulkittu näyte (näyte 146) osoittautui kohdemenetelmällämme 
negatiiviseksi. Tämä aiheutti spesifisyystason laskun 93,8 %:iin influenssa A-viruksen 
osalta.  Näytteen tulos varmistettiin uusimalla näytteen analyysi toisessa ajosarjassa. 
Tässä kontrollitutkimuksessa näyte osoittautui positiiviseksi. Mikäli otamme huomioon 
uusinta-ajon tuloksen, menetelmän spesifisyys nousee 100 %:iin. (taulukko 1). 





Referenssimenetelmä (THL) PCR 
A-positiivinen A-negatiivinen Yhteensä 
A-positiivinen 9 0 9 
A-negatiivinen 1* 15 16 
Herkkyys 100 % 
Spesifisyys 93,8 % 
                                                   * uusinnassa positiivinen 
 
 
Referenssimenetelmällä tehdyssä tutkimuksessa influenssa B-positiivisiksi osoittautu-
neiden näytteiden tulokset olivat vastaavat SmartCycler® RT-PCR-menetelmää hyö-
dynnettäessä. SmartCycler® RT-PCR-menetelmän spesifisyystaso on tutkimuksessam-
me influenssa B-viruksen kohdalla 100 %. (taulukko 2.) 
 
 





Referenssimenetelmä (THL) PCR 
B-positiivinen B-negatiivinen Yhteensä 
B-positiivinen 5 0 5 
B-negatiivinen 0 20 20 
Herkkyys 100 % 





7.1.2 Toistettavuus ja uusittavuus 
Validoitavan SmartCycler® RT-PCR-menetelmän toistettavuus määriteltiin ajamalla jo 
aikaisemmassa ajosarjassa varmistettu korkea positiivinen tulos uudestaan toisessa 
ajosarjassa. Korkealla positiivisella tuloksella tarkoitetaan tässä yhteydessä influenssa 
A- tai B-positiivisesta näytteestä saatua, muihin positiivisiin tuloksiin nähden matalaa 
Ct-arvoa. 
Toistettavuusmittauksessa käytimme kolmea näytettä: influenssa A(H1N1)-positiivista 
(näyte 467), influenssa A(H3N2)-positiivista (näyte 145) ja influenssa B-positiivista 
(näyte 644) näytettä. Kaikista rinnakkaismäärityksistä saatuja Ct-arvoja verrattiin kes-
kenään ja niistä laskettiin keskiarvo, keskihajonta sekä variaatiokerroin kappaleessa 4.2 
esitettyjen kaavojen mukaisesti (kaavat 1 ja 2). Rinnakkaismääritysten toistettavuutta 
käsittelevät tulokset näkyvät alla olevassa taulukossa (taulukko 3). 
Taulukko 3. Validoitavan SmartCycler® RT-PCR-menetelmän toistettavuuden määrittäminen 
rinnakkaismittausten avulla. 


































Sarjojen välinen variaatio oli tutkituissa näytteissä hyvin pieni, mikä osoittaa SmartCy-
cler® RT-PCR-menetelmän toistettavuuden olevan hyvä. Influenssa A(H1N1)-
positiivinen näyte 467 analysoitiin kolmessa eri sarjassa, jolloin variaatiokertoimeksi 
saatiin heikohko 0,82 %. Influenssa A(H3N2)-positiivinen näyte 145 ja influenssa B-
positiivinen näyte 644 analysoitiin neljässä sarjassa. Ensiksi mainitusta näytteestä teh-
tyjen analyysien avulla variaatiokertoimeksi määritettiin 3,85 % ja toisen näytteen osal-
ta vastaavaksi arvoksi saatiin 3,95 %. 
Tehdyillä toistomittauksilla voidaan myös osoittaa SmartCycler® RT-PCR-menetelmän 
hyvä uusittavuus. Uusittavuuden arvioinnissa on otettava huomioon, että analysoinnin 
vaiheiden suorittamiseen osallistui kaksi henkilöä. Tästä huolimatta sarjojen välinen 
variaatio on Ct-arvojen perusteella hyvin pieni ja tämä näkyy muun muassa näytteiden 
matalassa keskihajonnassa. 
7.1.3 Oikeellisuus 
SmartCycler® RT-PCR-menetelmän oikeellisuus voidaan osoittaa tutkimuksemme tu-
losten hyvällä korrelaatiolla suhteessa referenssimenetelmällä saatuihin tuloksiin. 
SmartCycler®-menetelmällä määritetyt tulokset erosivat referenssimenetelmällä saa-
tuihin tuloksiin vain yhden influenssa A-positiivisen näytteen osalta (näyte 146): saim-
me kyseisestä näytteestä väärän negatiivisen tuloksen sarjassa 3. Näyte uusittiin sar-
jassa 5, jolloin saatu tulos oli positiivinen influenssa A-viruksen suhteen. SmartCycler® 
RT-PCR-menetelmällä analysoidut ja referenssimenetelmällä varmistetut näytteet an-
toivat sekä influenssa A-viruksia että influenssa B-viruksia osoitettaessa 100 %:n spesi-
fisyystasot. Herkkyystaso oli influenssa A-virukselle 93,8 % ja influenssa B-virukselle 
100 %. Näiden tulosten perusteella validoidulla menetelmällä saatuja tuloksia voidaan 
pitää oikeina. 
7.1.4 Lineaarisuus 
Menetelmän lineaarisuus osoitettiin laimentamalla kolme vahvaa positiivista referenssi-
näytettä steriiliin veteen laimennossuhteilla 1:1, 1:10, 1:100 ja 1:1000 sekä mittaamal-
la laimennokset rinnakkaisina määrityksinä. Laimennossarjojen avulla oli lineaarisuuden 
lisäksi mahdollista määrittää SmartCycler® RT-PCR-menetelmän herkkyys ilman varsi-
naista kvantitaatiota. Menetelmän tarkan kvantitatiivisen herkkyyden osoittaminen vaa-
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tii menetelmän toteamisrajan määrityksen tunnetuilla standardinäytteillä. Opinnäyt-
teemme tutkimuksen yhteydessä edellä mainitulle määritykselle ei ollut tarvetta, sillä 
tavoitteenamme oli validoida kvalitatiivisella tasolla tuloksia tuottava menetelmä. 
Laimennossarjat tehtiin samoista näytteistä, joiden avulla osoitettiin menetelmän tois-
tettavuus. Käytimme siis tässä yhteydessä influenssa A(H1N1)-positiivista (näyte 467), 
influenssa A(H3N2)-positiivista (näyte 145) ja influenssa B-positiivista (näyte 644) näy-
tettä. Saatujen Ct-arvojen rinnakkaiset tulokset sekä tuloksista lasketut keskiarvot nä-
kyvät alla olevassa taulukossa (taulukko 4).  













































































Rinnakkaisista mittaustuloksista saadut keskiarvot suhteutettiin kyseiseen laimennos-
kertoimeen, ja näin kyettiin muodostamaan lineaarisuutta osoittava käyrä kaikille kol-
melle näytteelle (kuvio 4). Kuviossa 4 esiintyy laimennossarjojen regressiosuorat sekä 
jokaisen laimennetun näytteen arvoille määritelty korrelaatiokerroin. Näytteen 145 lai-
mennoksissa korrelaatio on noin 0,99 ja näytteiden 467 ja 644 osalta laimennosten 
korrelaatio on yli 0,99. Tämä osoittaa, että korrelaatio on kaikissa kolmessa laimennos-
sarjassa hyvin korkea ja lisäksi mitattujen Ct-arvojen välillä on voimakas positiivinen 
korrelaatio. Näiden havaintojen avulla voimme osoittaa menetelmän korkean lineaari-
suuden. 
R2 (145) = 0,9894
R2 (467) = 0,9995














Kuvio 6. Menetelmän lineaarisuuden osoittaminen kolmesta näytteestä tehtyjen laimennossarjo-
jen avulla. Korrelaatiokerroin influenssa A(H3N2)-positiiviselle näytteelle 145 on noin 0,99 ja 




Reaaliaikaisessa PCR-reaktiossa tulokseksi saatu Ct-arvo on verrannollinen näytteessä 
olevaan nukleiinihappopitoisuuteen niin, että kaksinkertainen templaatin pitoisuus an-
taa yhden syklin verran matalamman Ct-arvon. Tämän avulla voidaan myös osoittaa, 
että kymmenkertainen templaatin muutos vaikuttaa tuloksen Ct-arvoon noin 3,3 syklin 
verran, mikäli reaktion tehokkuustaso on 100 %. Verrattaessa laimennossarjoista saa-
miamme Ct-arvoja (taulukko 4 ja kuvio 4), voidaan huomata samantyyppinen syklien 
määrän nousu Ct-arvoissa jokaisen kymmenkertaisen laimennoksen kohdalla. Nämä 
tulokset osoittavat, että reaktioseoksessa ei ole esiintynyt reaktiota häiritseviä tekijöitä 
ja että reaktion tehokkuus on suhteellisen korkea. Tulokset viittaavat myös siihen, että 
eristetty RNA on ollut puhdas ja eristysautomaatti on toiminut tehokkaasti ja luotetta-
vasti. 
7.2 Menetelmävertailun tulokset 
Validoinnin tulokset osoittavat SmartCycler® RT-PCR-menetelmän tulosten korreloivan 
hyvin referenssimenetelmällä saatuihin tuloksiin. Tästä seurauksena pystyimme aset-
tamaan herkäksi ja spesifiseksi todetun, validoinnin kohteena olleen SmartCycler® RT-
PCR-menetelmän referenssimenetelmän rooliin menetelmävertailussa Actim® Influen-
za A&B-vieritestin kanssa. Menetelmävertailun vieritestimenetelmälle laskettiin kvalita-
tiiviset herkkyys- ja spesifisyystasot vertaamalla vieritestissä saatuja tuloksia Smart 
Cycler® RT-PCR-menetelmällä saatuihin vastaaviin tuloksiin. 
Viidestä A-positiiviseksi todetusta näytteestä neljä näytettä osoittautui positiivisiksi ja 
yksi näyte negatiiviseksi SmartCycler® RT-PCR-menetelmällä tutkittaessa. Tästä johtu-
en Actim® Influenza A&B-vieritestin kvalitatiivinen herkkyystaso influenssa A-viruksen 
määrityksissä oli 80 %. Viidestäkymmenestäkahdesta vieritestissä influenssa A-
negatiiviseksi todetusta näytteestä vain 49 osoittautui SmartCycler® RT-PCR-
menetelmällä negatiiviseksi, ja kolme näytettä antoi RT-PCR-menetelmää hyödynnettä-
essä positiivisen tuloksen influenssa A-viruksen suhteen. Koska negatiivisia näytteitä oli 
menetelmävertailussa suhteellisen paljon, kolme poikkeavaa tulosta eivät vaikuttaneet 
voimakkaasti spesifisyystasoa laskien. Vieritestin spesifisyys oli tulosten perusteella 




Taulukko 5. Actim® Influenza A&B-vieritestin influenssa A-viruksen kohtaan osoittama herkkyys 






Kaikki vieritestissä influenssa B-positiivisiksi todetut näytteet antoivat vastaavan tulok-
sen SmartCycler® RT-PCR-menetelmällä. Tästä johtuen Actim® Influenza A&B-
vieritestin kvalitatiivinen herkkyystaso oli 100 %. Myös vieritestin spesifisyys oli tulos-
ten perusteella 100 % influenssa A-viruksen suhteen, koska kaikki vieritestissä in-
fluenssa B-negatiiviseksi todetut näytteet osoittautuivat vastaavasti negatiivisiksi 
SmartCycler® RT-PCR-menetelmällä tutkittuina. (taulukko 6.) 
Taulukko 6. Actim® Influenza A&B-vieritestin influenssa B-viruksen kohtaan osoittama herkkyys 
ja spesifisyys verrattuna validoituun Smart Cycler® RT-PCR-menetelmään. 
 




B-positiivinen B-negatiivinen Yhteensä 
B-positiivinen 4 0 4 
B-negatiivinen 0 53 53 
Herkkyys 100 % 
Spesifisyys 100 % 
 
Laadimme taulukon kaikista menetelmävertailussa saaduista poikkeavista tuloksista 
(taulukko 7). Yksi vieritestissä saatu influenssa A-positiivinen tulos oli SmartCycler® 
RT-PCR-menetelmällä negatiivinen. Jopa kolme vieritestillä alun perin negatiivisiksi tul-
kittua tulosta osoittautui SmartCycler® RT-PCR-menetelmällä influenssa A-positiivisiksi. 




A-positiivinen A-negatiivinen Yhteensä 
A-positiivinen 4 1 5 
A-negatiivinen 3 49 52 
Herkkyys 80 % 
Spesifisyys 94,2 % 
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Nämä vieritestillä saadut virheelliset negatiiviset tulokset osoittavat RT-PCR-
menetelmän herkkyyden verrattuna vieritestimenetelmään. Näiden tulosten lisäksi ver-
tasimme kahta vieritestissä tuplainfektioksi epäiltyä tulosta RT-PCR-menetelmään. Mo-
lempien näytteiden kohdalla SmartCycler® RT-PCR-menetelmällä varmistettu tulos 
osoitti näytteiden sisältävän ainoastaan influenssa B-virusta. Näiden näytteiden varmis-
tuminen influenssa B-positiivisiksi herättää epäilyä vieritestin tulosten virheellisestä 
tulkinnasta. 
Taulukko 7. Menetelmävertailussa esiintyvät poikkeavat tulokset.  
 
Näytenumero Smart Cycler® RT-PCR 
Actim® Influenza A&B-  
vieritesti 
DX92392 negatiivinen A 
DX92032 A negatiivinen 
DX91798 A negatiivinen 
DX93997 A negatiivinen 
DX101119 B A & B 
DX95740 B A & B 
 
8 Tulosten luotettavuuden arviointi 
Opinnäytetyömme tutkimustulosten luotettavuuden (reliabiliteetin) arvioinnissa otam-
me huomioon tutkimuksen pätevyyden (validiteetin), toisin sanoen selvitämme, miten 
hyvin saamamme tulokset antavat vastauksia laatimiimme tutkimuskysymyksiin (Heik-
kilä 2004: 29). Tässä luvussa käsittelemme ensin tutkimuskysymyksiä ja pyrimme vas-
taamaan niihin mahdollisimman hyvin saatujen tulosten perusteella. Tämän jälkeen 
arvioimme kaikkien validoinnissa saatujen tulosten luotettavuutta. 
Ensimmäisessä tutkimuskysymyksessä haemme vastausta siihen, miten hyvin vali-
doidulla SmartCycler® RT-PCR-menetelmällä saadut tulokset korreloivat referenssila-
boratoriossa saatuihin tuloksiin. Tuloksemme osoittavat, että validoidulla menetelmällä 
saadut tulokset ovat yhtä influenssa A-positiivista näytettä osoittavaa tulosta lukuun 
ottamatta identtiset referenssilaboratoriossa saatuihin tuloksiin. Spesifisyystaso sekä 
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influenssa A-virukselle että influenssa B-virukselle olivat 100 % referenssimenetelmään 
verrattuna. Tämä on osoitus siitä, että SmartCycler® RT-PCR-menetelmällä saadut 
tulokset korreloivat referenssilaboratoriossa saatuihin tuloksiin todella hyvin.  
Toisen tutkimuskysymyksen ohjaamina selvitimme, mikä on validoitavan SmartCycler® 
RT-PCR-menetelmän luotettavuustaso osoitettaessa influenssa A- ja influenssa B-
virusten nukleiinihapporakenteita ja eroteltaessa niitä toisistaan. Tämän kysymyksen 
kohdalla palaamme ensimmäisen tutkimuskysymyksen vastaukseen, jossa herkkyys- ja 
spesifisyystasot osoittautuivat korkeiksi verratessa tuloksia referenssilaboratoriossa 
saatuihin tuloksiin. Tämän lisäksi menetelmä osoitti validoinnissa hyvää toistettavuutta, 
uusittavuutta ja lineaarisuutta ja kaikkien näiden parametrien tulokset viestivät mene-
telmän korkeasta luotettavuustasosta. Toistettavuus ja lineaarisuus määritettiin sekä 
influenssa A-positiivisilla että influenssa B-positiivisella näytemateriaalilla. 
Seuraavat kaksi tutkimuskysymystä koskevat menetelmävertailua SmartCycler® RT-
PCR-menetelmän ja Actim® Influenza A&B-vieritestin välillä. Tutkimme, mikä Actim® 
Influenza A&B-vieritestin herkkyys- ja spesifisyystaso on verratessa vieritestauksen 
yhteydessä kerättyjen näytemateriaalien tuloksia SmartCycler® RT-PCR-menetelmällä 
saatuihin tuloksiin. Lisäksi tutkimme, kuinka yhdenmukaisia vieritestillä ja RT-PCR-
menetelmällä saadut tulokset ovat keskenään.  
Menetelmävertailun tulokset osoittavat, että vieritestin herkkyys ja spesifisyys olivat 
influenssa B-viruksen osalta (n=4) 100 % verrattuna validoimaamme SmartCycler® 
RT-PCR-menetelmään. Influenssa A-viruksen kohdalla (n=5) herkkyys oli matalampi ja 
spesifisyys 94,2 %. Tuloksissa on otettava huomioon pienestä otoksesta johtuva suuri 
prosentuaalinen vaikutus ja tämän takia määritetyistä Actim® Influenza A&B-
menetelmän herkkyys- ja spesifisyystasoista ei tämän opinnäytetyön tulosten perus-
teella voida tehdä johtopäätöstä vieritestin luotettavuudesta. Tulokset antavat ainoas-
taan viitteen siitä, että SmartCycler® RT-PCR-menetelmä olisi herkempi ja spesifisempi 
kuin Actim® Influenza A&B-vieritesti osoitettaessa influenssa A-viruksen läsnäoloa ne-
nän limakalvonäytteessä. Emme vastaavasti voi todeta eroja vieritestin antigeeniosoi-
tuksen ja RT-PCR-menetelmän välillä influenssa B-virusmäärityksissä. 
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Taulukossa 7 esitämme menetelmävertailussa esiintyvät poikkeavat tulokset, joiden 
avulla voidaan arvioida Actim® Influenza A&B-vieritestillä ja SmartCycler® RT-PCR-
menetelmällä saatujen tulosten yhteneväisyyttä. Kahden näytteen kohdalla anti-
geeniosoituksessa saatu positiivinen influenssa A- ja B-tuplainfektiotulos antoi RT-PCR-
menetelmässä positiivisen tuloksen vain influenssa B-viruksen osalta. Tämä herättää 
epäilyn siitä, että vieritestitulokset on tulkittu kyseisissä määrityksissä virheellisesti tai 
toisaalta ne on voitu kirjata väärin. 
Tulosten luotettavuutta on syytä tarkastella kaikkien tutkimusprosessin vaiheiden osal-
ta, ei ainoastaan lopullisten tulosten kautta. Tästä johtuen haluamme korostaa, että 
toimeksiantajamme on suorittanut validoinnissa käytettyjen laitteiden soveltuvuuden 
arvioinnin ennen validoinnin suorittamista. SmartCycler®-laitteen toimivuus on testattu 
aikaisempien tutkimustarpeiden yhteydessä ja laite on kalibroitu ennen tutkimusvai-
heemme toteutusta. Validoinnissa käytetty easyMAG®-eristysautomaatti on verifioitu 
limakalvonäytteille laitehankinnan yhteydessä. (liite 1.) 
Nukleiinihappomonistuksen tulosten luotettavuuden varmistamiseksi olemme käyttä-
neet jokaisessa sarjassa prosessikontrollina steriiliä vettä, sisäistä monistuskontrollia 
(SPC) sekä referenssilaboratoriossa tutkittuja influenssa A- ja B-positiivisia näytteitä. 
Sisäinen monistuskontrolli lisättiin jokaiseen näyteputkeen tutkittavan näytemateriaalin 
ja reaktioseoksen lisäksi. Toimiva monistuskontrolli monistuu ja antaa positiivisen sig-
naalin jokaisessa reaktiossa. Monistuskontrollin signaali saattaa inhiboitua poikkeusta-
pauksissa selkeiden influenssa A- ja B-positiivisten näytteiden yhteydessä. Monistus-
kontrollin avulla voidaan poissulkea inhibitiosta johtuvat väärät negatiiviset tulokset. 
Validoinnin aikana huomasimme, että käyttämämme monistuskontrolli ei toiminut halu-
tulla tavalla (liite 5). Toimeksiantajamme selvitti asiaa (yhteydenotto kontrollin valmis-
tajaan), jolloin selvisi, että kyseinen kontrollierä on tuottanut ongelmia muissakin tut-
kimuksissa. Normaalisti tuloksia ei saisi hyväksyä, jos monistuskontrolli ei anna positii-
vista signaalia. Tästä huolimatta voimme pitää validoinnissa saatuja tuloksia oikeina ja 
luotettavina, koska tulosten korrelaatio referenssilaboratoriossa saatuihin tuloksiin on 
korkea. Tämän lisäksi negatiivisista kontrolleista saadut tulokset olivat kaikissa ajosar-
joissa influenssa A- ja B-negatiivisia, eikä ristikontaminaatiota esiintynyt. 
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Saamamme tulokset osoittavat kohdemenetelmämme olevan sopiva hyödynnettäväksi 
influenssa A- ja B-virusinfektioiden kvalitatiivisella tasolla tapahtuvassa osoittamisessa 
silloin, kun tarkoituksena on diagnosoida potilaan influenssavirusinfektio tai sulkea pois 
sen mahdollisuus. Validoimamme menetelmä liitetään Yhtyneet Medix Laboratoriot 
Oy:n tutkimusvalikoimaan ja tarkoitukseen sopivan markkinoinnin kautta toivomme sen 
palvelevan toimeksiantajamme asiakkaiden influenssadiagnostisia tarpeita siten, että 
potilaille kyetään tuottamaan luotettavia tuloksia kohtuullisten vastausviiveiden puit-
teissa.  
Osa Actim® Influenza A&B-vieritestillä negatiiviseksi tulkituista näytteistä osoittautui 
SmartCyclerillä positiiviseksi, mikä viestii kohdemenetelmämme käyttöarvosta toimek-
siantajamme tavoitteiden mukaisessa vieritestitulosten kontrolloinnissa. Validoimaam-
me menetelmään perustuvan tutkimuksen hyödyntämisen kautta näytteenottokerrat ja 
vieritestillä saatujen vääristä negatiivisista tuloksista johtuvat haitat (esimerkiksi jatko-
tutkimukset, hoidon aloittamisen viivästyminen jne.) vähenevät. 
 
9 Pohdinta 
Opinnäytetyömme rakentui neljän vaiheen kautta: alussa jäsensimme toimeksiantajal-
tamme saamamme aiheen sisällön ja tämän jälkeen laadimme työn suoritusta mukaile-
van suunnitelman työskentelymme tueksi. Suunnitelman valmistuttua toteutimme 
opinnäytteemme tutkimusvaiheen toimeksiantajamme laboratoriossa ja tutkimustulos-
ten kokoamisen jälkeen siirryimme kirjoittamaan työmme pohjalta tutkimusraporttia. 
Raportti palvelee koulutusohjelmalähtöisiä tavoitteitamme, mutta toimii samalla toi-
meksiantajamme tavoitteita palvelevana dokumenttina heidän tarpeidensa pohjalta 
toteutetuista menetelmävalidoinnista ja -vertailusta. 
Opinnäytetyöprosessin aikana bioanalytiikan osaamisemme syveni kokonaisvaltaisesti. 
Aihepiiriltään ajankohtainen, tiiviissä työelämäyhteistyössä toteutettu parityö auttoi 
sisäistämään alamme laadunhallinnassa keskeisten prosessien: menetelmävalidoinnin 
ja -vertailun vaiheita sekä kyseisten prosessien käytännön suoritukseen liittyvät vai-
heet. Toimeksiantajamme aloitteesta käynnistetty opinnäytetyöprosessi osoittautui 
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haastavaksi, mutta opinnäytetyöltä vaadittavaan laajuuteen nähden sopivaksi. Korkeat 
motivaatiotasomme auttoivat meitä pitäytymään suunnittelemassamme aikataulussa ja 
pyrkimään johdonmukaisesti kohti itsenäisesti asettamiamme tavoitteita. 
Teoriaosaamisemme laajeni opinnäytetyömme toteuttamisen eri vaiheissa virologian 
sekä käyttämiemme menetelmien osalta. Saimme mahdollisuuden harjoitella korkean 
herkkyystasonsa takia vaativien RT-PCR-menetelmään perustuvien analyysien suorit-
tamista käytännössä työmme tutkimusvaiheessa. Samalla kohdemenetelmään sekä sitä 
edeltävään eristysvaiheeseen liittyvä teoriaosaamisemme tarkentui. Opimme hahmot-
tamaan influenssadiagnostisen tutkimusprosessin kokonaisuudessaan ja arvioimaan eri 
tekijöiden vaikutusta analyysistä saataviin tuloksiin. Kokonaisuudessaan prosessi auttoi 
meitä hahmottamaan laboratorioalaa koskevia vaatimuksia diagnostiikassa käytettävien 
menetelmien suhteen, kun alallamme merkittävä yritys pyysi meitä mukaan uuden me-
netelmänsä käyttöönottoon liittyvään menetelmän oikeellisuuden varmistamisen pro-
sessiin. 
Opinnäytetyön onnistuminen vaati jatkuvaa, kriittistä ja kattavaa tiedonhakua ja us-
komme näiden asioiden oppimisen palvelevan meitä myöhemmin työelämässä. Pidim-
me koko työskentelyn ajan yllä tiivistä kontaktia ohjaajiimme ja pyrimme hyödyntä-
mään heidän osaamistaan oman oppimisemme sekä työn käytännön toteutuksen tuke-
na. Ensisijaisesti toimimme kuitenkin itsenäisenä työparina, omat tavoitteemme asetta-
en ja työmme edistymistä tarkasti koordinoiden. Opinnäytteemme aihe ja tutkimamme 
kohdemateriaali vaativat syventymisen muun muassa puhdastilatyöskentelyn, herkkien 
RNA-virusten käsittelyn, uuden menetelmän käyttöönotolle asetettujen vaatimusten 
sekä alalle asetettujen säännösten teoriaan. Tuon teoriatiedon keräsimme kokoamalla 
laadukasta tutkimusartikkeli- ja kirja-aineistoa ja rajaamalla tämän jälkeen aineistoa 
tarkoituksenmukaisesti, valitsemalla tutkimuksemme taustaksi sopivaa, luotettavaa ja 
kohdennettua tausta-aineistoa. 
Opinnäytetyöprosessi edellytti toteuttajiltaan työn organisoinnin osaamista, työnjaon ja 
aikataulun hallintaa sekä tavoitetasojen yhteneväiseksi sovittamista. Opimme jo työs-
kentelyn alkuvaiheessa toimimaan toistemme näkemykset huomioiden, molempien 
henkilökohtaista osaamista hyödyntäen. Osasimme myös tarvittaessa joustaa molempi-
en elämäntilanteita mukaillen ja molempien vastuulliset asenteet työtä ja opintoja koh-
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taan mahdollistivat työmäärien tasaisen ja työn edistykseen tähtäävän työjaon. Pari-
työskentelynä toteutettu opinnäytteemme mahdollisti tutkimusprosessin varmemman 
laadunhallinnan, sillä tutkimusvaiheita toteutettiin vuorotellen: toisen työskennellessä 
toinen tarkkaili toiminnan oikeellisuutta. Parityöskentely vaatii tarkkaa aikataulutusta 
sovitettaessa kahden tekijän ajallisia resursseja vastaamaan yhteisen työn tarpeita. 
Tähän ja kahden erilaisen kirjoitustyylin yhdistämiseen liittyvät haasteet eivät kuiten-
kaan olleet ylitsepääsemättömiä, vaan vaativat ainoastaan kompromissien tekoa sekä 
yhteistyötaitojen hioutumista yhteisen tavoitteen saavuttamiseksi. 
Opinnäytetyöprosessi vahvisti lisäksi viestinnän ja vuorovaikutuksen osaamista. Toi-
saalta työskentelimme yksilöinä, toisaalta työparina ja kaikissa työn vaiheissa pidimme 
yllä yhteyttä toimeksiantajaamme sekä työn toteutusta ohjaavaan opettajaan. Saimme 
ohjaajiltamme runsaasti arvokasta ja objektiivista, aina tarvittaessa saatavilla olevaa, 
työmme tarkoitusta palvelevaa ohjausta ja erityisen korvaamattomana koimme tutki-
musraportin kirjoitusvaiheessa saamamme asiantuntevat ohjeet. Prosessin eri vaiheissa 
pidetyt seminaaritilaisuudet sekä työn lopullinen esitys toimeksiantajamme toimipis-
teessä harjaannuttivat meitä esiintymään julkisissa tilaisuuksissa. 
Kokonaisuudessaan koimme sekä työn aiheen että sen toteuttamisen eri vaiheet mie-
lekkäinä ja bioanalyytikon työhön valmistavina. Mielenkiintomme aihetta kohtaan kas-
voi prosessin varrella ja koimme opiskelevamme yhdessä, toistemme sekä omaa oppi-
mista reflektoiden. Kehityimme voimakkaasti tutkimuksen suorittajina ja kriittisessä 
tiedonhaussa. Työskentelyn mielekkyyttä lisäsi se, että tarve työlle oli työelämälähtöi-
nen. Koemme onnistuneemme opintojemme päättötyön toteuttamisessa ja saavut-
taneemme tavoitteemme. Työmme tarve konkretisoituu, kun Yhtyneet Medix Laborato-
riot Oy ottaa validoimamme menetelmän osaksi tutkimusvalikoimaansa, diagnostiseen 
käyttöön. 
Menetelmävalidoinnin onnistuttua toivomme toimeksiantajamme markkinoivan riittävän 
laajasti kyseisellä menetelmällä tehtäviä laboratoriotutkimuksia asiakkailleen. Uudesta 
menetelmästä tiedottaminen on tärkeää, jotta hoitavat lääkärit tulevat tietoisiksi tutki-
musvalikoiman laajentumisesta ja osaavat siten tarvittaessa pyytää referenssitestausta 
vieritestituloksen varmistamiseksi. Lisäksi tutkimuksemme yhteydessä ilmeni muutamia 
epäloogisia vieritestaustuloksia, jotka saattavat olla seurausta riittämättömästä tieto-
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taidosta testin suorittamiseen liittyen. Kyse voi myös olla testin ominaisuuksiin liittyväs-
tä testitulosten tulkinnan vaikeudesta. Perehdytystarvetta vieritestaustyötä tekevien 
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Qiagen® One-Step RT-PCR-reagenssipakkauksen sisältö 
 
Tuotenimi LOT Mat. No. Selitys 
5x Qiagen® OneStep RT-PCR Buffer 
5x 12,5 mM MgCl2 
136264203 1012889 PCR-puskuri 





Enzyme Mix Qiagen One Step Enzyme 












1012888 Steriili vesi 
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Smart Cycler® RT-PCR-tulosten signaalikäyrät 
 
 








Kuvio 3. Signaalikäyrät influenssa A-positiivisille näytteille sarjassa 2. 
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Kuvio 6. Signaalikäyrät influenssa B-positiivisille näytteille sarjassa 3. 
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Kuvio 7. Signaalikäyrät influenssa A-positiivisille näytteille sarjassa 4. 
 
 















































Kuvio 8. Signaalikäyrät influenssa B-positiivisille näytteille sarjassa 8. Aikaisemmin vahvaksi 
positiiviseksi influenssa B-virusnäytteeksi todettu näyte (644) laimennettiin menetelmän lineaa-
risuuden osoittamiseksi. 
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  1 (4) 
 
 
Smart Cycler® RT-PCR-tulokset sarjoittain 
 
Sarja 1 






THL 756+757 neg 0 0 - RSV+neg 
THL 758+759 neg 0 0 - neg+neg 
THL 760+761 neg 0 0 - AD+AD 
THL 763+764 neg 0 0 - neg+neg 
THL 765+767 neg 0 0 - neg+AD 
THL 768+769 neg 0 0 - neg+neg 
THL 770+771 neg 0 0 - neg+neg 
THL 772+773 neg 0 0 - neg+neg 
THL 774+775 neg 0 0 - neg+neg 
THL 776+777 neg 0 0 - AD+AD 
THL 1038 A 27,55 0 - A 
THL 42 A 30,63 0 - A 
THL 628 B 28,04 0 - B 
DX093080 A 32,67 0 A - 
DX092361 neg 0 0 neg - 
H2O neg 0 0 - - 
Sarja 2 






THL 145 A 27,32 0 - A 
THL 467 A 22,72 37,59 - A 
THL 636 B 34,36 0 - B 
DX092392 B 37,20 0 A - 
DX094003 A 27,23 0 A - 
DX093248 A 30,99 0 A - 
DX093094 A 33,57 0 A - 
DX092990 B 36,49 0 B - 
DX091804 B 35,58 0 B - 
DX092849 B 38,04 0 B - 
DX093235 B 36,08 0 B - 
DX091732 neg 0 0 neg - 
DX092252 neg 0 0 neg - 
DX092270 neg 0 0 neg - 
DX092012 neg 0 0 neg - 

















THL 146 neg 0 39,19 - A 
THL 644 B 17,50 0 - B 
THL 485 A 30,45 0 - A 
THL 496 A 20,34 0 - A 
THL 532 A 26,65 0 - A 
THL 550 A 28,33 0 - A 
DX092035 A 35,08 0 neg - 
DX092068 neg 0 0 neg - 
DX093103 neg 0 0 neg - 
DX091798 A 36,70 0 neg - 
DX091653 neg 0 0 neg - 
DX091758 neg 0 0 neg - 
DX096615 neg 0 0 neg - 
DX096614 neg 0 0 neg - 
DX096422 neg 0 0 neg - 
H2O neg 0 36,67 - - 
Sarja 4 






THL 165 A 35,43 38,80  A 
THL 651 B 32,63 39,78 - B 
THL 467 1:1 A 22,56 0 - A 
THL 467 1:10 A 26,38 0 - A 
THL 467 1:10 A 26,30 0 - A 
THL 467 1:100 A 29,49 0 - A 
THL 467 1:100 A 29,64 0 - A 
THL 467 1:1000 A 33,10 0 - A 
THL 467 1:1000 A 33,27 0 - A 
THL 705 B 29,60 0 - B 
DX091744 neg 0 39,13 neg - 
DX093116 neg 0 0 neg - 
DX093093 neg 0 0 neg - 
DX092857 neg 0 0 neg - 
DX093167 neg 0 38,04 neg - 





















THL 467 A 22,93 0 - A 
THL 644 B 16,40 0 - B 
THL 145 1:1 A 27,96 0 - A 
THL 145 1:10 A 29,85 0 - A 
THL 145 1:10 A 29,72 0 - A 
THL 145 1:100 A 34,35 0 - A 
THL 145 1:100 A 33,43 0 - A 
THL 145 1:1000 A 35,66 0 - A 
THL 145 1:1000 A 37,04 0 - A 
DX095740 B 34,91 0 A+B - 
THL 146 A 37,84 0 - A 
DX092392 B 37,24 0 A - 
DX092825 neg 0 39,46 neg - 
DX092994 neg 0 0 neg - 
DX092995 neg 0 38,24 neg - 
H2O neg 0 37,53 - - 
Sarja 6 






THL 644 B 16,53 0 - B 
THL 145 A 28,05 0 - A 
DX101119 B 33,07 0 A+B - 
DX092694 neg 0 0 neg - 
DX092950 neg 0 0 neg - 
DX092823 neg 0 37,28 neg - 
DX092824 neg 0 39,00 neg - 
DX092978 neg 0 0 neg - 
DX093466 neg 0 37,42 neg - 
DX093269 neg 0 0 neg - 
DX092812 neg 0 0 neg - 
DX092756 neg 0 39,39 neg - 
DX093469 neg 0 0 neg - 
DX093079 neg 0 0 neg - 
DX093201 neg 0 38,74 neg - 
H2O neg 0 38,64 - - 
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THL 145 A 25,78 0 - A 
DX093055 neg 0 36,35 neg - 
DX093718 neg 0 0 neg - 
DX093748 neg 0 0 neg - 
DX093769 neg 0 0 neg - 
DX093790 neg 0 0 neg - 
DX093783 neg 0 0 neg - 
DX093970 neg 0 0 neg - 
DX093997 A 34,45 37,39 neg - 
DX096364 neg 0 38,89 neg - 
DX096437 neg 0 0 neg - 
DX096429 neg 0 38,08 neg - 
DX096627 neg 0 38,64 neg - 
DX096624 neg 0 0 neg - 
DX096635 neg 0 0 neg - 
H2O neg 0 35,58 - - 
Sarja 8 






THL 644 1:1 B 17,73 0 - B 
THL 644 1:10 B 21,60 0 - B 
THL 644 1:10 B 21,44 0 - B 
THL 644 1:100 B 24,75 0 - B 
THL 644 1:100 B 25,18 0 - B 
THL 644 1:1000 B 28,17 0 - B 
THL 644 1:1000 B 28,34 0 - B 
H2O neg 0 0 - - 
 
 
 
 
 
 
 
